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Zowel bij zaailijnzaad bestemd voor export als bij zaailijnzaad bestemd voor binnen-
lands gebruik dient aan een chemische ontsmetting een kwaliteitsonderzoek - met 
inbegrip van een gezondheidsonderzoek - vooraf te gaan. 
Dit proefschrift 
II 
De gezondheidstoestand van het vezelvlas in Nederland zal worden bedreigd, indien 
een teelt van olievlas zou worden gerealiseerd. 
Ill 
De opvatting van LEACH dat Peronospora schachtii FUCKEL met het zaad overgaat, is 
nietjuist. 
Hilgardia 6 (1931), 241-245 
IV 
De zogenaamde 'Groninger voetziekte' van erwten dient te worden gesplitst in een 
voet- en een wortelaantasting. Het verdient aanbeveling de naam van deze ziekte 
hiermede in overeenstemming te brengen. 
V 
De winter-zaadteelt van suikerbieten zal in de toekomst de tweejarige teeltwijze ver-
dringen. 
VI 
De afwijkingen in groei die bij planten kunnen optreden na het partieel steriliseren van 
grond door middel van verhitting, zullen bij de Nederlandse kleigronden met een hoog 
gehalte aan organische stof veelal het gevolg zijn van een overmaat aan voor de plant 
opneembaar mangaan. 
VII 
De veronderstelling van WIGGLESWORTH dat gevleugelde insecten. fylogenetisch hun 
oorsprong zouden vinden in het luchtplankton, is niet voor de hand liggend. 
Nature 197 (1963): 97-98 
VIII 
Uit educatieve overwegingen is het gewenst de Nederlandse bevolking in het algemeen 
en de Nederlandse landbouwer in het bijzonder door middel van televisie een overzicht 
te geven van het bestaan en de taak van de verschillende instellingen van het landbouw-
kundig centrum 'Wageningen'. 
IX 
Hoewel de waardering voor het streven 'dierenbescherming' bij agrariers in het alge-
meen geringer is dan bij stedelingen, zal dit verschil in waardering in de toekomst 
allengs kleiner worden. 
X 
Om het Christendom in zijn ware gedaante te doen herleven, zullen de christenen geza-
menlijk en daadwerkelijk tegen alle armoede en ellende in de wereld moeten strijden. 
Hierbij zal men onderling een zeer grote vrijheid van geloofsleven en een grote ver-
draagzaamheid aan de dag moeten leggen. 
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In Nederland is Botrytis cinerea PERS. ex FR. een van de belangrijkste parasieten van 
het vlas. Deze schimmel verwekt een ziekte die bekend is onder de naam grauwe 
schimmel. De parasiet is elk jaar op vrij veel percelen te vinden, maar tast in het alge-
meen slechts een gering aantal percelen vlas in sterke mate aan. In bepaalde jaren kan 
de ziekte daarentegen in alle streken waar vlas wordt geteeld in sterkere mate optre-
den. Dit was bijvoorbeeld in het jaar 1953 het geval, hetgeen de aanleiding tot dit 
onderzoek was. 
Dit onderzoek is voor een groot deel in dienst van het voormalige Nederlands Vlas-
instituut (NE.V.I.) uitgevoerd en is gedurende die tijd ondergebracht bij het Labora-
torium voor Fytopathologie, beide te Wageningen. Door reorganisatie van het NE.V.I. 
is het werk vanaf januari 1958 in dienst van het Instituut voor Plantenziektenkundig 
Onderzoek (I.P.O.) uitgevoerd. 
De schimmel kan vlasplanten gedurende het gehele groeiseizoen infecteren. Als 
kiemplanten worden aangetast, vallen zij om en gaan dood. Hierdoor kan de stand te 
ruim en kunnen de Stengels te grof worden; zowel het lintrendement als de lintkwali-
teit dalen. De stand kan zo ruim worden, dat de teler tot omploegen van het gewas 
overgaat. Als oudere planten aangetast zijn, sterven zij eveneens af, waardoor de op-
brengst en het lintrendement worden verlaagd. De lintkwaliteit vermindert hierdoor 
echter niet; de planten zijn tegen de tijd dat de aantasting zeer hevig kan worden al 
volgroeid, terwijl de aangetaste vezels, die eventueel worden meegeoogst, bij het afval 
terecht komen. Op de plaats van aantasting zijn de Stengels namelijk geheel verteerd 
en is de vezel minder sterk. Het tegenovergestelde komt bij de dode harrel (Ascochyta 
linicola NAOUM. et VASS.) en de vlasroest (Melampsora lini (SCHUM.) LEV.) voor. 
Ook kan het zaad zijn geinfecteerd. Door de Nederlandse Algemene Keuringsdienst 
(N.A.K.) voor landbouwzaaizaden en pootgoed is een norm voor de gezondheid van 
een partij, uitgedrukt in het percentage aangetaste zaden, vastgesteld, waarboven het 
zaad niet meer voor export als zaaizaad in aanmerking komt. Deze grens ligt bij een 
percentage aangetaste zaden van 15. Meestal kan de handel, zonodig door menging 
van een aangetaste en een gezonde partij, bij deze norm wel aan de vraag naar lijnzaad 
voldoen. Met zaad van oogst 1957 en 1958 Week dit echter moeilijk te zijn en is men 
genoodzaakt geweest ontsmet zaad te exporteren. Onze belangrijkste afnemers, 
o.a. Frankrijk, hebben de laatste jaren de eis gesteld, dat partijen met meer dan 5 % 
geinfecteerde zaden alleen ontsmet ingevoerd mogen worden (ANONYMUS, 1959a). 
Het gemiddelde percentage geinfecteerde zaden van de monsters die door het Rijks-
proefstation voor Zaadcontrole (R.P.V.Z.) in de jaren 1951 tot en met 1954 zijn onder-
zocht, zijn respectievelijk 3,1, 3,4,4,4 en 5,1. Men meende hierin een toename in het 
optreden van Botrytis te moeten zien, zodat het ook hierom nuttig werd geoordeeld 
de grauwe schimmel als studieobject te entameren. 
Bij dit onderzoek heeft de bestrijding van deze ziekte van het begin af voorop gestaan. 
Maar uit veldwaarnemingen bleek al spoedig dat de kennis omtrent het ontstaan en 
het verloop van de ziekte niet volledig was. Een nadere bestudering hiervan was der-
halve noodzakelijk. 
Het bleek, dat er twee fasen onderscheiden moeten worden (VAN DER SPEK, 1956 en 
1957b), namelijk de aantasting door Botrytis in het jeugdstadium en die in het oudere 
groeistadium van de plant. De oorsprong van de infectie is in beide gevallen vaak niet 
dezelfde, hoewel tussen beide een verband kan bestaan. Aangezien de uitbreiding van 
de ziekte van plant naar plant bij beide fasen op een verschillende wijze plaats heeft, 
is een verschillende wijze van bestrijden noodzakelijk. 
Voor de bestrijding in de meest uitgebreide zin van het woord is niet alleen de kennis 
hoe een ziekte zich ontwikkelt van belang, maar eveneens de kennis van de omstan-
digheden die het optreden daarvan begunstigen. Daarom volgt op het hoofdstuk over 
de pathogenese een hoofdstuk over de milieufactoren in verband met het optreden 
van de grauwe schimmel. Hiervan is een enkel onderdeel reeds gepubliceerd (VAN DER 
SPEK, 1957 a). 
Omdat een gezondheidsonderzoek van het zaad aan een zaadontsmetting vooraf 
moet gaan en het bewaren van de zaadmonsters onder bepaalde omstandigheden in 
dit verband ook nog van belang kan zijn, gaat aan het hoofdstuk 'zaadontsmetting' 
een hoofdstuk behandehng en onderzoek van het zaad' vooraf. Over de belangrijkste 
punten hiervan ts in i960 een voordracht gehouden (VAN DER SPEK, 1960a). 
v t T T \ r ^ b e S t r i J d i n g V a n d e a a n t a s t i n S i n h e t oudere groeistadium 
T a t n O VT m ° J C d e n S t d t ' i S h 6 t ™ « * p n n t * * • * OP ^ zaadontsmetting 
S " H rv c m n 1S eeQ g 6 d e e l t e " d a t v o o r de Praktijk van belang is - al gepubli-
ceerd (VAN DER SPEK, 1957b, 1958 en 1960b) 
mZ L l v l T ^ 1 1 6 1 1 V a n ^ VerhandeUng over het gehele onderzoek zijn be-
C l i S ? o f a a L 7 T * ^ ^ 8<*ub l i cee rd, *°™ door anderen nade hand 
kn^ van h t 'eiSr , T **" ' ^ °m Praktische redenen b« d e bespre-Kmg van het eigen onderzoek' worden vermeld 
vooTaf T a n T e t ' S ?* ^ 1 b o v e n ^ o e m d e een hoofdstuk over het vlas 
voorat. Aan de parasiet is een geheel apart onderzoek gewijd. 
1 Het vlas 
In het volgende worden die punten genoemd die voor het onderzoek van belang zijn. 
Met vlas wordt steeds vezelvlas bedoeld, omdat dit alleen in Nederland wordt ver-
bouwd. Wei is kort na de tweede wereldoorlog een poging gedaan om tot een teelt van 
olievlas te komen, maar deze teelt biedt in ons land te weinig perspectieven. 
1.1 Het met vlas beteelde oppervlak 
Het vezelvlas wordt tegenwoordig voornamelijk op de kleigronden in de kuststreek 
verbouwd. Het met vlas beteelde oppervlak heeft door de jaren heen sterk gewisseld, 
namelijk van bijna 40 000 ha in 1952 tot nog geen 2 000 ha in 1932. Een groot gedeelte 
van het Nederlandse vlas wordt door de Belgische vlasindustrie en een kleiner gedeelte 
in Nederland zelf verwerkt. Het zuidwesten heeft door zijn gunstige ligging ten op-
zichte van Belgie, ook na een algemene inkrimping van de teelt, een groot aandeel in 
de landelijke verbouw van het vlas. Andere centra zijn: noordelijk Groningen, noord-
westelijk Friesland, de Wieringermeer, de Noordoostpolder, Flevoland, de Beemster 
en de Haarlemmermeerpolder. 
De bovengenoemde sterke wisseling in het beteelde oppervlak kan onder andere 
worden teweeggebracht door oorlogsomstandigheden. Een sterke stijging van de 
vlasteelt had bijvoorbeeld plaats tijdens de tweede wereldoorlog en de Koreaanse 
crisis. Daar er ongeveer twee jaren verlopen tussen het ogenblik van zaaien en het op 
de markt komen van de vlasvezel, loopt de teelt altijd achter de markt aan (BUTLER, 
1958). Dit kan een tijdelijke overproduktie ten gevolge hebben, die - naast andere 
eventuele oorzaken - de afzet van vlas gedurende een zekere periode ernstig kan 
bemoeilijken. en waardoor het met vlas beteelde oppervlak des te sterker schommelt. 
Een sterke uitbreiding van de teelt wordt meestal gevolgd door een sterk op de voor-
grond treden van verschillende vlasziekten (MUSKETT en MALONE, 1941). Wellicht 
omdat ook minder gezonde partijen voor zaaizaad worden gebruikt en omdat het vlas 
ook op gronden wordt geteelt die in wezen hiervoor minder geschikt zijn. 
1.2 De teelt 
Het vlas stelt hoge eisen aan de cultuurtoestand van de grond. De beste gronden zijn 
de goed ontwaterde lichte klei- en zavelgronden. Men krijgt de indruk, dat de teler 
er zich vroeger veel nauwkeuriger van vergewiste op welk perceel, of zelfs deel van een 
perceel, hij het vlas zonder te veel risico kon verbouwen. Tegenwoordig is dit gewas 
meer normaal in de vruchtwisseling opgenomen, rouleert mee op alle percelen. Niet 
alleen dient de intrinsieke structuur (VAN SCHUYLENBORG, 1947) van de grond voor 
de teelt van vlas geschikt te zijn, maar ook de actuele structuur is van belang. Lijnzaad 
vraagt een fijn kruimelig bezakt zaaibed. Als de intrinsieke structuur van een perceel 
niet voor vlas geschikt is, is de ontkieming van het zaad slecht en onregelmatig. Dit 
kan tot tweewassigheid leiden, hetgeen de kwaliteit van het stro verlaagt. Voor een 
goede kwaliteit wordt een fijne harrel vereist, die alleen bij een bepaalde stand-
dichtheid van het gewas kan worden verkregen. Daarnaast worden de in het gewas 
weggedoken kleine planten gemakkelijker door Botrytis aangetast. Op gronden met 
een slechte actuele structuur kan deze schimmel in het jeugdstadium van de plant 
sterker optreden dan in het geval van een goede structuur. 
In verband met een vlotte jeugdontwikkeling is de vruchtbaarheidstoestand van de 
grond ook van belang, waarbij vooral wordt gedacht aan grond met 'oude kracht'. 
Mikstof dient zo weinig mogelijk of niet te worden gegeven. Een geil groeiend gewas 
wordt in het oudere groeistadium van de plant gemakkelijker door Botrytis aangetast 
dan een wat schraler vlas, onder andere als gevolg van een voor de schimmel gunstig 
micro-khmaat. Een dergelijk micro-klimaat ontstaat eveneens bij gebruik van te veel 
t n l T n ? 7 t , J e U 8 d a a n t a S t i n g g e m a k k e l i*er plaats vindt naarmate de afstand 
en T o t P a n t e \ M e m e r 1S < V A N DER S^K, 1957b). Plaatselijk wordt in ons land om 
Z^tZTr^ V e r k r f j 8 e n C e n tC g r 0 t e h^eelheid zaaizaad gebruikt; 
S T J e Z v t T ^ W i C r a ^ m e n t 0 t 1 8° k g P e r h a b i J « » ™ L l e zaai-
2^^1^^8rOTd"In ZUidWCSt NedCrland kan dit in de hand z « n gewerk t ' 
°nZ7r^l7Vf°ed,°P ^ kWaUtdt dan °P de g-ondheidstoestand 
T d e I t zou I ' f r , V r U C h t b a a r h e i d s t ° e S t a n d of de s t ruc tu^ ^ de grond 
J^TS^t m d i r e C t ^ h C t ° P t r e d e n V a n z i e k t - - verband kunnen 
stardPhatsTnt%oedSnm0et T™^ ^ ***** ™ ™ « ™ t i e in 
en d S Z r ^ r S H T ° ^ ^ ^ m i c r°-k^at beinvloeden 
o n l m i i d l ^ ^ l ^ ^ . r ^ 0 °mSta»di^» ^heppen. Door chemische 
te do^^tZ^? W1JZe 1S U i t 8 e V ° e r d ' ziJn w e l i s w a ^ vele onkruiden 
dien s C ^ Z Z ^ e t ^ 8 T y e t * "* n o o d m a a ^ worden gezien. Boven-
voerd, teZtX^T^ ? ^ ^ g r ° e i S t 0 f f e n e n * l a a t i s ^ ~ 
^c^roniZZTLtlTll S,ChTel tC bevord^n(ANONYMUS, 1958b). 
vatbaa^LSm^fJ^I,!at * ? ^ d°°r e e n b e ^ i n g met 2.4-D niet 
UnicoJa PBTHYBR. en L A , * V T ^ l ™ 0 ™ M L A F F ^ ^kcr ( Colletotrichum 
(Melampsoralini(Sci^)XTr^ (Sphaerella lin°rum WOLLENW.) en roest 
gelden. De oorzaak van het stelker o l T ^ ^ B°tryib ™l d i t w a a ™ * » ook 
van groeistoffen zal i J ^ Z T ^ ^ * * * * d ° ° r e e n t e l a t e s e n d i n g 
daarom moeten worden gezocht in het afsterven van plantedelen 
Hierop kan de schimmel zich gemakkelijk vestigen. Wanneer onkruiden te lang wor-
den, worden zij bij het plukken meegetrokken, waardoor het drogen van de bossen 
wordt bemoeilijkt. Hetzelfde geldt voor een hoge ondervrucht, zodat ook dit dient te 
worden voorkomen. 
De zaaitijd viel destijds in april, tegenwoordig in maart. Dit is mogelijk geworden 
door de ontsmetting van het zaad, waarbij in het bijzonder de zogenaamde 'zaad-
beschermers' op basis van thiram of een chinon waardevol zijn gebleken. Deze mid-
delen geven het zaad een goede bescherming tegen micro-organismen in de grond. 
Vooral tijdens een koud en nat voorjaar is dit van belang. Een vroege zaai geeft een 
steviger gewas met een hogere stro-opbrengst, een hoger lintrendement en een betere 
lintkwaliteit (ANONYMUS, 1951, 1954a, 1954b) dan een late zaai. 
Het gewas dient uit het oogpunt van de vlasbewerking te worden getrokken, wanneer 
de onderste helft van de Stengel de blaadjes verliest, zogenaamd 'opschoont', terwijl 
de groene kleur in licht geel overgaat. Dit valt meestal omstreeks half juli. Uit het 
oogpunt van zaadwinning zou het vlas even later kunnen worden getrokken. Een 
tiental jaren en langer geleden gebeurde dit met de hand, tegenwoordig machinaal. 
In het eerste geval zijn de schranken kleiner van omvang (omtrek ter halverhoogte 
40 cm) dan de machinaal getrokken bossen. De laatste drogen dan ook minder goed. 
Bovendien ziet men bij handwerk beter wat men doet dan met de plukmachine. 
1.3 De groei van de plant 
In verband met de wijze waarop de plant door Botrytis wordt aangetast, moet de 
ontkieming van het zaad en de groei van de plant in het kort worden besproken. 
Het zaad bevat twee kiemlobben met de kiem, waaromheen zich het endosperm 
bevindt. Het geheel is overtrokken met de zaadhuid, die uit verschillende delen be-
staat (RUEDIGER, 1942). Deze delen zijn na opzwellen van het zaad in water in micro-
toomcoupes fraai te zien. Van binnen naar buiten zijn het de volgende: de pigment-
laag, de voormalige voedingslaag, de sclerenchymlaag, 6en of meer parenchymlagen 
en de shjmepidermis, die bedekt wordt door een cuticula. De voormalige voedingslaag 
bestaat nog slechts uit een strook ineengedrukte cellen. De parenchymcellen vormen 
met de epidermis de buitenste testa. Het slijm in de epidermis is uit verschillende zones 
opgebouwd. De zaadhuid is ongeveer 50 tot 70 \J. dik (RUEDIGER, 1942). 
Wanneer het zaad in de grond is terecht gekomen, zwelt de shjmepidermis door 
opname van vocht. De cuticula en de buitenste wanden van de epidermiscellen barsten, 
waarna het slijm naar buiten treedt en het gehele zaadje omhult. Spoedig is het jonge 
worteltje aan het toegespitste einde van het zaad zichtbaar, terwijl het hypocotyl zich 
strekt. Hierbij wordt de zaadhuid, die nog steeds de kiemlobben omgeeft, meer of 
minder naar boven geschoven. Het boveneinde van het hypocotyl vertoont onder de 
kiemlobben een knik. Nadat het hypocotyl met deze knik juist boven het grond-
oppervlak is gekomen, strekt deze zich. De kiemplant komt hierdoor met de kiem-
blaadjes boven de grond (epigaeische kieming). De zaadhuid blijft meestal in de grond 
achter (fig. 1). Soms wordt deze aan de kiemblaadjes boven de grond geheven. In vrij 
sterke mate kan dit plaats vinden als het bovenste laagje van de bouwvoor droog en 
los is. Het kan echter ook een eigenschap van enkele veelal minder goed ontwikkelde 
zaadjes zijn. Het zaadhuidje valt dan meestal later af. 
Fig. 1 Bovengrondse ontkieming van lijnzaad. Links boven: zaadhuidje aan kiemblaadjes boven de grond 
geheven 
^ 
c H ^ 
@ 
I 
Fig. 1 Germination of linseed. Upper left: seed coat adhering to seed leaves is lifted above the soil 
Aanvankelijk nemen alleen de kiemblaadjes in omvang toe. Later begint ook het 
spruitje zich te ontwikkelen, waama de plant gaat uitgroeien, eerst nog wat traag, 
maar al zeer gauw steeds sneller. Het vlas is dan in een periode van buitengewoon 
snelle groei. De kiemblaadjes, die vrij lang groen blijven, beginnen pas te vergelen als 
de plant al een behoorlijke lengte heeft, onder droge omstandigheden eerder dan onder 
vochtige. Ten slotte verdorren zij, in welke toestand zij vaak aan de plant blijven zit-
ten. 
Aan het einde van deze groeiperiode worden de bloemknoppen gevormd, die eerst 
in de topspruit te voelen zijn, maar daarna al spoedig zichtbaar worden. De bloei van 
het gewas heeft in de eerste helft van juni plaats en duurt gemiddeld ruim 10 dagen. 
Gedurende die tijd bloeit elke morgen weer een nieuw aantal bloemen enige uren lang, 
waarna de kroonblaadjes onmiddellijk afvallen. Omstreeks half juli kan het zaad 
worden geoogst. 
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2 De parasiet Botrytis cinerea Pers. ex Fr. 
2.1 Inleiding en literatuur 
In het algemeen wordt aangenomen, dat de parasiet Botrytis cinerea organen en 
weefsels van een zeer groot aantal planten van verschillende families kan aantasten. 
De schimmel is dus polyfaag. In hoeverre er binnen de soort Botrytis cinerea stammen 
voorkomen die op bepaalde plantesoorten zijn gespecialiseerd, is niet voldoende be-
kend. VAN BEYMA THOE KINGMA (1930) heeft van lijnzaad een Botrytis ge'isoleerd die 
citroenzuur in de agar afscheidt, terwijl isolaties van andere planten volgens hem 
oxaalzuur in de agar doen ontstaan. Op grond hiervan heeft hij de schimmel die in 
lijnzaad voorkomt Botrytis cinerea forma lini genoemd. De vorming van citroenzuur 
in het medium door Botrytis cinerea is ook door CHRZASZC en LEONHARD (1936) 
vastgesteld. Welke isolatie(s) zij hebben gebruikt wordt niet vermeld, waarschijnlijk 
echter geen isolatie van lijnzaad. Het is dus niet zeker of men op grond van het boven-
genoemde fysiologische kenmerk een forma lini mag onderscheiden. Op deze vraag 
wordt later nog teruggekomen (zie onder 2.5). Hieraan kan worden toegevoegd, 
dat de JONGHE (1933) met een isolatie van kool afkomstig, vlas gemakkelijk kon 
infecteren. 
Botrytis cinerea PERS. ex FR. is een zeer variabele soort of mogelijk een groep van 
veel op elkaar gelijkende soorten. Daarom wordt er ook wel gesproken over Botrytis 
van het cinerea-type (GROVES en DRAYTON, 1939; WHETZEL, 1945; WILSON, 1959). 
De variabiliteit in B. cinerea blijkt onder andere uit de volgende feiten. PAUL (1929) 
verkreeg een type met veel luchtmycelium (M), een type dat gemakkelijk sclerotien 
vormt (Sc) en een type met voornamelijk conidien (Sp). Type M bleek de meest actieve 
parasiet te zijn. HANSEN en SMITH (1932) maakten monospore-isolaties van een aantal 
achtereenvolgende subcultures. Hierbij ontstonden stammen die uniform en andere 
die niet constant bleven. HANSEN (1938) verkreeg met monospore-cultures een type 
met mycelium (M), een type met conidien (C) en een type met mycelium en conidien 
(MC). Ook volgens VAN BEYMA THOE KTNGMA (1930) en GROVES en DRAYTON (1939) 
vertonen verschillende isolaties van deze schimmel een grote variatie in de produktie 
van luchtmycelium, appressorien, macro-conidien en sclerotien, terwijl er ook ver-
schillen in groeisnelheid bestaan. Volgens BRIERLY (1918) komen tevens variaties in 
de vorming van micro-conidien voor. De vorm die Van BEYMA THOE KINGMA (1930) 
in Nederland uit lijnzaad heeft geisoleerd, vormt veel grijs luchtmycelium, vrij weinig 
conidien, geen zwarte stromatische lichaampjes tegen de glaswand en geen sclerotien 
in cultuur. In Denemarken vindt men volgens JOHANSEN (1943) op vlas eveneens een 
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vorm die gekenmerkt is door weinig conidien en het ontbreken van sclerotien. 
Bepaalde vormkenmerken zijn echter afhankelijk van de uitwendige omstandig-
heden (BEAUVERIE en GUILLIERMOND, 1903; REIDEMEISTER, 1909; BRIERLY, 1918; 
PAUL, 1929). 
De sclerotien zijn volgens ROST (1938) zwart, hebben een ruw oppervlak en zijn op 
vlasplanten 5 mm groot. Zij worden op of juist onder de cuticula of epidermis van de 
waardplant gevormd en zijn stevig bevestigd. Uit de sclerotien, die de schimmel door 
ongunstige omstandigheden heen zouden moeten helpen, kunnen zowel conidien als 
apothecien ontstaan. 
Botrytis cinerea heeft dus een perfect stadium. Reeds de BARY (1866, uit GREGORY, 
1949) beschouwde deze Botrytis-vorm als de nevenfructificatie van Peziza fuckeliana. 
FUCKEL deelde de geslachtelijke vorm in 1869 bij het geslacht Sclerotinia in. Nader-
hand ontstond enige twijfel over het verband tussen Botrytis en Sclerotinia (zie 
BRIERLY, 1918). Voor Botrytis cinerea werd deze twijfel door GROVES en DRAYTON 
(1939) opgeheven. WHETZEL (1945) zou in 1930 al een enkel apothecium hebben 
gezien. Volgens hem zou de geslachtsnaam Sclerotinia niet juist zijn. Hij creeerde de 
nieuwe naam Botryotinia. GREGORY (1949) handhaaft echter de geslachtsnaam 
Sclerotinia. Voor de perfecte vorm van andere species met Botrytis-stadium wordt de 
naam Botryotinia daarentegen vaak gebruikt (onder andere ROED, 1949; BUCHWALD, 
1953; VIENNOT BOURGIN, 1953). 
In de natuur is de perfecte vorm tot nog toe niet waargenomen. 
Voor de myceliumgroei geeft ROST (1938) als minimum, optimum en maximum 
temperatuur respectievehjk 8°C, 23 °C en 32 °C op, BAZZIGHER (1953) respectievelijk 
0°C, 18° tot 24 °C en 33 °C op mout-agar. De optimale temperatuur voor de groei van 
het mycelium in de plant (Phaseolus vulgaris) ligt volgens de laatstgenoemde auteur 
lager dan die op een voedingsagar. Bij een beoordeling na 3 tot 4 dagen bleek deze 
18°C te zijn, terwijl het optimum bij een langere duur van de proef naar lagere tem-
peraturen werd verschoven. 
De macro-conidien worden rondom de enigszins ronde opgezwollen uiteinden 
T o ™ * "-Van d e V e f t a k t e d r a g e r s a a n z e e r k l e i n e PuntJ'es gevormd. (KLEBAHN, 
I*H>). fcerst zijn de macro-conidien klein en rond. Bij het uitgroeien worden zij ovaal 
tot eivormig. Zij meten 9-15 x 6-10 p (ROST, 1938; JOHANSEN, 1943). Zij zijn hyalien, 
eencelhg
 e n volgens HANSEN en SMITH (1932) meerkernig. Hun optimale ontkiemings-
temperatuur is 24° tot 25°C. Tussen 5°C en 12°C vindt de ontkieming langzaam 
u k e l C n H 8 ^ 7 TtryUS dmrea i s P r i m i t i e f- A U e r l e i o r ^ « weefsels van 
Z T ^ t t f T T 6 n W° rden a a n g e t a s t - H e t waardplantenspectrum is zeer 
SZd^ZT'^?* P a t a S i e t iS S t e i k a a Q d e U i t w e n d i 8 e omstandigheden ge-
Bott]^rr f, °mfandi8heden k a n d e a a n g e r i ^ t e schade omvangrijk zijn. 
t ! Z Z 7 , r ^ f ^ , Z W a k t e P a r a s i e t ' beschouwd. Alleen in verzwakte 
toes and zou de plant door de schimmel kunnen worden aangetast 
Volgens sommige onderzoekers (onder andere DOMSCH X ) U d e schimmel 
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alleen van een saprofytisch begroeid substraat uit levend planteweefsel kunnen aan-
tasten. Ook op grond hiervan zouden de parasitaire eigenschappen op een lage trap 
staan. Dit saprofytisch stadium kan zich bijvoorbeeld in de afstervende cotyledonen 
afspelen - o.a. van de boon - of in de afgevallen bloembladeren die op de intacte plant 
terecht zijn gekomen - onder andere bij tabak en erwt - (uit GAEUMANN, 1947). Het 
succes van een infectie wordt onder meer bepaald door voedselreserves, die voor de 
vorming van pectolytische enzymen nodig zijn. Wanneer deze zijn opgebruikt is geen 
infectie meer mogelijk (DOMSCH, 1957). 
Toch is volgens andere onderzoekers een infectie zonder saprofytisch stadium wel 
mogelijk. Als de macro-conidien in een druppel water op een plant aanwezig zijn, 
kunnen volgens BROWN (1922a, b) stofFen vanuit de plant in de druppel diffunderen die 
de kieming stimuleren dan wel tegengaan. Bij bonenbladeren stelde hij vast, dat alleen 
een infectie plaats heeft, wanneer voldoende voedsel voor het ontkiemen en binnen-
dringen in de plant in de druppel aanwezig is. Het gemak waarmee de planten te be-
vochtigen zijn, is hierbij van belang. Het is dus klaarblijkelijk zo, dat de schimmel in 
de macro-conidien niet voldoende stoffen meekrijgt om het binnendringen bij gezond 
planteweefsel te verzekeren. Jonge macro-conidien - van 7 tot 10 dagen oude cultures -
hebben wel een betere kiemkracht dan oudere. (BROWN, 1922a; AINSWORTH, OYLER 
en READ, 1938). 
Ten slotte moet nog worden vermeld, dat de uitwendige omstandigheden niet alleen 
het tot stand komen van de infectie mede bepalen, maar ook invloed uitoefenen op 
verdere verloop van de infectie. GAEUMAN en NEF (1947) stelden vast, dat de vorming 
van pectinesplitsende enzymen van de temperatuur afhangt. Daar er echter meer dan 
een enzym in het spel is, elk met zijn eigen temperatuurcurve, en de levensfuncties van 
de plant ook door de temperatuur worden be'invloed, is de wisselwerking tussen plant 
en parasiet een moeilijk en voorlopig nog weinig ontgonnen gebied. 
Het eigen onderzoek heeft betrekking op de specialisatie van de schimmel en de 
eigenschappen in vitro, waaronder in het bijzonder de citraatproduktie. Achtereen-
volgens zullen worden besproken 2.2 de gebruikte isolaties van de schimmel, 2.3 de 
infectieproeven die met een deel van de isolaties zijn verricht, 2.4 de kenmerken van 
enkele isolaties en 2.5 de citraatproduktie in het genus Botrytis en in het bijzonder bij 
Botrytis cinerea. 
2.2 Gebruikte isolaties 
Om iets over de specialisatie van de schimmel te weten te komen zijn zowel isolaties 
van vlas als van aardbei, framboos en erwt in het onderzoek betrokken. 
Bij het maken van isolaties valt in de eerste plaats de variabiliteit van de schimmel op, 
waarover in de inleiding is gesproken (plaat I). In de tweede plaats blijkt hierbij, dat 
de onderscheiding van PAUL (1929) in een myceliumvorm M, een sclerotiumvorm Sc 
en een sporevorm Sp goed hanteerbaar is. Tussenvormen, dat wil zeggen vormen met 
bijvoorbeeld vrij veel luchtmycelium en sclerotien of met weinig luchtmycelium en 
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zonder sclerotien, worden minder vaak geiisoleerd. Opgemerkt moet worden, dat de 
Sp-vorm niet van de genoemde waardplanten is verkregen. Nadat het onderzoek 
vrijwel was beeindigd, is van dr. VERHOEFF een Sp-vorm ontvangen, die van tomaat 
afkomstig is. 
In de derde plaats blijkt, dat de verschillende vormen niet in gelijke verhouding op 
de verschillende waardplanten voorkomen. Zo wordt van vlas - zowel van het zaad 
als van de Stengel - meestal de M-vorm, slechts in geringe mate de Sc-vorm en geen 
Sp-vorm geiisoleerd. Deze waarneming heeft betrekking op zeer veel isolaties die in de 
loop der jaren zijn gemaakt. De waarnemingen aan isolaties van andere waardplanten 
berusten op een veel geringer aantal. Hierbij is het echter wel kenmerkend, dat bij de 
aardbei, zowel van de vrucht, de bloem als het blad slechts uitsluitend de Sc-vorm is 
geiisoleerd. Ook uit de Stengel van framboos en uit het zaad van de erwt is de Sc-vorm 
verkregen. 
Wanneer de geisoleerde vormen bij ongeveer 23 °C op aardappel-glucose-agar ge-
kweekt worden kan het volgende worden gezegd. De M-vorm heeft veel grijs lucht-
mycelium, vormt slechts sporadisch sclerotien en verspreidt een penetrante schimmel-
lucht. Veel isolaties van deze vorm maken stromatische lichaampjes tegen de glaswand, 
enkele doen dit niet. De laatste eigenschap is daarom geen goed kenmerk om de M-
vorm te karakteriseren. 
De Sc-vorm heeft soms weinig luchtmycelium, zoals bij bepaalde isolaties van lijn-
zaad en vlasstengel, van framboos en van erwt, soms vrijwel geen luchtmycelium, 
zoals bij andere isolaties van lijnzaad en alle isolaties van aardbei. Sclerotien zijn altijd 
aanwezig. Soms zijn zij glad en bol, zoals bij sommige isolaties van lijnzaad en de 
isolaties van framboos en erwt, soms plat maar met een vrij strakke rand, zoals bij 
isolaties van vlas en aardbeibloem en -blad, soms plat met een meer onregelmatige 
rand zoals bij isolaties van aardbeivruchten. Ook de snelheid, waarmee de sclerotien 
worden gevormd, varieert bij de verschillende isolaties. Er treden dus binnen de Sc-
vorm verschillen op, die bij overenten behoorlijk constant zijn. Dit rechtvaardigt het 
bestaan van bepaalde stammen. Onder 2.3 en 2.5.2 zal echter blijken, dat binnen de 
Sc-vorm toch ook een duidelijke variabiliteit bestaat. Het type vrijwel zonder lucht-
mycehum maakt geen stromatische lichaampjes tegen de glaswand, het type met wei-
Z t t T ur^ntegen S ° m S WCL H e t Wel o f n i e t a a n w ^ g *Un van stroma-
t m l t PJ6S ? t ' CT1S Wj dC M - V O r m ' g e e n S°e d k e n m e * te zijn. Evenmin 
o l a Z ! ; I T Cn ^ SC-VOrm S P ° r a l e r e n e e n t v P i s c h k e n ^ k . Al dergelijke 
mate T f h a n S r Z™ V O e d i n g S a g a r n a v e r i o oP van tijd in meerdere of m L e r e 
S S ^ , i V a n U l t W e c d l g e 0 m s t a n d i ^ e n . De sporulatie is wel een typisch 
terlTLTer * * ° W V ° n n !• ^ ^ * * * W e i m g o f g e e n l -h tmyceLn, 
^ ^ 1 ^ ^ ° " ° ^ ^ " 8 r ° t e a a n t a l l e n w o r d e n gevormd, voordat 
trnsen d T v t c h i L l a a ? P P t 8 l U C ° S e - a g a r V r i j w d g e e n v e r s c h i l » groeisnelheid 
de i i s r c r s : :r ?3? r r bereitmet Lt sujm van 
J au
 Vzie onaer 6.3.2), daarentegen wel. De M-vorm van 
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vlas en een Sc-vorm van aardbeivrucht groeien goed op deze voedingsbodem, een 
Sc-vorm van frambozestengel, aardbeibloem en -blad matig en een Sc-vorm van erwte-
zaad afkomstig zeer slecht. 
Alle vormen maken na verloop van tijd micro-conidien. 
2.3 Infectieproeven 
Om iets over de specialisatie van de onderzochte isolaties te weten te komen zijn de 
volgende infectieproeven uitgevoerd. Hierbij zijn de schimmelisolaties herisoleerd, 
waarna hun vermogen om citroenzuur te vormen wederom is onderzocht. Dit laatste 
zal onder 2.5 worden besproken. 
In de eerste plaats is vlas op het veld tijdens de bloei met sporen-suspensies met 1 % 
gelatine en met droge sporen van respectievelijk een M-vorm van vlas en een Sc-vorm 
van aardbeivrucht, van aardbeibloem en van erwtezaad gei'nfecteerd. De infectie is in 
afzonderlijke, tijdelijk afgedekte glazen cylinders met vochtig filtreerpapier tegen de 
wand, uitgevoerd. Vergeleken met de onbehandelde planten zijn de isolaties goed aan-
geslagen; de gehele bloeiwijze was aangetast. Van deze generatieve delen is dan ook 
vrijwel geen zaad verkegen. De controle-planten hebben evenmin goed zaad gevormd, 
waarschijnlijk als gevolg van de hoge temperatuur en luchtvochtigheid in de glazen 
cylinders. Het gewas buiten de cylinders heeft normaal zaad gezet. Uit de sporulaties 
op de top van de planten zijn de oorspronkelijke vormen weer herisoleerd, Enkele 
herisolaties van de Sc-vorm vertoonden iets meer luchtmycelium dan hun oorspron-
kelijke vorm. Weliswaar is van enkele bruine uitgebloeide bloemen van onbehandelde 
planten ook Botrytis geiisoleerd, maar deze lichte natuurlijke infectie heeft pas nader-
hand plaats gevonden. Hiervan is bij herisolatie van de vormen die kunstmatig op de 
planten zijn gebracht, weinig of geen last ondervonden. De isolatie van de onbehandel-
de planten is een tussenvorm van de M- en de Sc-vorm met vrij veel luchtmycelium 
en sclerotien. 
Verder zijn op dezelfde wijze tijdens de zaadzetting infectieproeven uitgevoerd met 
de Sc-vorm van framboos en met die van aardbeiblad. Ook deze slaagden. Na het uit-
leggen van de rijpe zaden op de agar is in het eerste geval uit 39 % van het zaad de 
Sc-vorm van framboos herisoleerd, terwijl 3 % van de zaden door de M-vorm bleek te 
zijn geinfecteerd. In het tweede geval is uit 12 % van de zaden de Sc-vorm van aardbei-
blad herisoleerd, uit de 2% de M-vorm. De M-vorm is hier een verontreiniging, 
omdat van de onbehandelde planten eenzelfde percentage zaden door deze vorm bleek 
te zijn aangetast. Alle herisolaties van de met Sc-vorm gei'noculeerde planten vertoon-
den sclerotien en weinig luchtmycelium, maar de sclerotien van de herisolaties die 
van oorsprong van framboos afkomstig zijn, waren vaak platter en onregelmatiger 
van vorm dan die van de oorspronkehjke isolatie. Dit moet worden toegeschreven 
aan een zekere variabiliteit van de schimmel binnen de Sc-vorm. De Sc-vorm van 
andere waardplanten kan dus vlas aantasten. 
Bij het bewaren van bovengenoemd zaad bij kamertemperatuur is het percentage 
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zaden, dat met de Sc-vorm van framboos is geinfecteerd, na twee maanden al van 39 % 
tot 11 % gedaald, en dat met de Sc-vorm van aardbeiblad is aangetast, van 12 % tot 1 %. 
De lichte aantasting door de M-vorm blijft aanwezig. Na uitzaai van dit zaad in ge-
stoomde grond wordt uit de aanwezige zieke kiemplanten meer isolaties van de M-
vorm dan van de Sc-vorm verkregen. De Sc-vorm neemt dus steeds meer in betekenis 
af, is dus aan vlas blijkbaar minder goed aangepast dan de M-vorm. Hetzelfde wordt 
waargenomen bij herisolatie van de schimmel uit zieke planten na uitzaai van een han-
delspartij waarvan het zaad sterk met de M-vorm en slechts in geringe mate met de 
Sc-vorm is aangetast. 
Verder zijn planten van framboos, aardbei en erwt in de kas op dezelfde wijze als 
boven met de M-vorm van vlas geinfecteerd. Ook is nog mycelium met conidien 
op de planten gelegd. De luchtvochtigheid is met een luchtbevochtiger zeer hoog ge-
houden, terwijl de temperatuur tussen 10° en 20 °C lag. De planten van de cultuuraard-
bei en de framboos zijn eind September uit het veld gehaald, die van de bosaardbei 
en de nog niet bloeiende erwten zijn in de kas opgekweekt. 
Voor blad- en stengeldelen van de drie onderzochte planten geldt, dat macro-coni-
dien alleen tot een infectie aanleiding geven via een saprofytisch stadium op bij voor-
beeld afstervende bladgedeelten of afgevallen bladeren. Eenmaal binnengedrongen 
groeit de schimmel gemakkelijk verder, bij voorbeeld in de Stengel van framboos en 
van erwt. Bij aanwezigheid van voldoende vocht sporuleert hij op de aangetaste delen. 
Bloemen, bij voorbeeld van de aardbei, kunnen door middel van conidien zonder 
meer worden geinfecteerd. Het laatste is ook het geval met de rijpe vrucht van aardbei, 
waarbij echter niet is nagegaan waarvan de infectie is uitgegaan. Van deze substraten 
uit kan de schimmel tot in de Stengels van de bloeiwijze doorgroeien. Een infectie 
door mycelium met conidien kan zowel bij erwt, framboos als aardbei zonder sapro-
fytisch voorstadium plaats vinden. 
Van de verschillende aangetaste delen zijn enige malen een aantal herisolaties ge-
maakt. Uit de Stengel van framboos en erwt en uit het blad, de bloem en de rijpe 
vrucht van aardbei is de oorspronkelijke isolatie weer verkregen. 
Bij de aardbei is echter uit de vrucht, de kelkblaadjes, de vruchtsteel en het blad, 
dat via de vrucht is aangetast, in plaats van de M-vorm vaak de Sc-vorm geisoleerd. 
Ook is van een blad een gemengde cultuur van de M- en de Sc-vorm verkregen. Wan-
neer zij tezamen in een petrischaal voorkomen groeien zij elk in een segment dat van 
het geente stukje uitstraalt. Overentingen van de M- en Sc-vorm blijven constant. De 
onbehandelde planten vertoonden bij het begin van de proef geen zichtbare aantas-
ting gedurende de proef evenmin, met uitzondering van de steel van een afgestorven 
aardbeiblad H.eruit is een Sc-vorm geisoleerd, waarmee is aangetoond, dat het ino-
culum van de Sc-vorm in deze proef een verontreiniging is. 
de i r Z d l U m - V ; r m M™ v l a s k a n d»* aardbei, framboos en erwt aantasten, hoewel 
W i n 1 7 , ,be1' ^ n a m e d i e V a n d e vrucht> bliJkbaar zeer moeilijk ver-
M vorm 8 * £ r V a n d e ^ k u n , i e n d e C o n i d i 6 n v a n ^ o v e r v l o e d i g a a n g e b r a c h t e 
mi)
 d e Z T ? T ^ SC-VOmi V a n dC S c h i m m e l d i e <*•* l^ent in (JAKVXS, 1962) de plant van nature aanwezig was, concurreren. Hieruit zou men kunnen op-
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maken, dat de Sc-vorm niet alleen een zwakkere parasiet (PAUL, 1929), maar ook een 
sterkere saprofiet is dan de M-vorm. Dit wordt nog gesteund door de waarneming, dat 
van erwteplanten die na nachtvorst door Botrytis zijn aangetast ook de Sc-vorm is 
geisoleerd. In dit geval verwacht men immers eerder een meer saprofytische vorm. 
De M-vorm van vlas is dus polyfaag, hoewel in bovenstaande kasproef ten opzichte 
van aardbei in mindere mate. 
Ten slotte kan nog worden vermeld dat bij vroeger onderzoek is gebleken, dat vlas 
met Botrytis van sla is te infecteren. 
2.4 Kenmerken van enkele isolaties 
Vervolgens zullen enkele morfologische kenmerken worden besproken, die - voor 
zover van belang - zijn onderzocht. 
Botrytis cinerea is aan zijn verschijningsvorm en aan de vorm en grootte van zijn 
sporen te herkennen. Op aardappel-glucose-agar zijn de schimmeldraden van de M-
vorm van vlas grauw en worden bij het ouder worden grauwbruin. De Sc-vorm van 
aardbei, framboos en erwt is wat lichter van kleur en wordt bij het ouder worden niet 
donkerder. De Sp-vorm van tomaat maakt een grauwbruine indruk door de donker-
gekleurde sporendragers. De macro-conidien zijn ovaal tot eivormig en bij de M-vorm 
van vlas 9,3 x 7,8 \i groot. De macro-conidien van de andere besproken isolaties 
vallen alle eveneens binnen de in de literatuur opgegeven maten. De optimale ont-
kiemingstemperatuur ligt in een druppel water tussen 15° en 20 °C, terwijl de optimale 
temperatuur voor de groei van de kiemhyfe 24° tot 25 °C is (100 000 tot 150 000 sporen 
per ml). Bij 30 °C treedt nog kieming op, bij 35 °C niet meer. De schimmel groeit op 
een suikerhoudende voedingsagar vrij snel. De groei van het mycelium bij verschil-
lende temperaturen op slijm-agar is in fig. 2 voor de M-vorm van vlas weergegeven. 
Fig. 2 Lengtegroei van de M-vorm van Botrytis cinerea bij verschillende temperaturen op slijm-agar 
(pH5,4) 
groei na 3 dagen 
growth after 3 days 
30- i in m m 
groei die na drie dagen aanhoudt 
growth continuing after three days 
groei die slechts gedurende twee dagen 
plaats vindt 
is so 25 so t s *c growth for two-days only 
Fig. 2 Growth of the M-form of Botrytis cinerea at different temperatures on mucus agar (pH 5.4) 
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Het mycelium groeit bij ongeveer 23 °C het beste. Bij 30 °C vindt op slijm-agar gedu-
rende de eerste twee dagen nog groei plaats, daama niet meer. Wanneer deze cultuur 
na 8 dagen bij 20 °C wordt gezet, groeit de schimmel normaal verder. Bij 35 °C groeit 
de schimmel niet en gaat binnen 3 dagen dood. Bij lagere temperaturen groeit Botrytis 
nog tot even boven 0 °C. Bij 1 °C is de lengtegroei op slijm-agar per 3 dagen ruim 3 mm. 
Op aardappel-glucose-agar ontstaan zowel bij de M- als de Sovorm macro-conidien. 
De vorming van sclerotien door een Botrytis-isolatie van aardbei op aardappel-
glucose-agar is bij ongeveer 21 °C optimaal. Naarmate de temperatuur hoger of lager 
is ontstaan zij later. Bij 26 °C ontstaan kleinere sclerotien dan bij lagere temperatuur, 
bij 28 °C worden zij niet meer gevormd. Bij aanwezigheid van 2% CaC03 in de agar 
komen deze verschillen nog duidelijker naar voren en is beneden de optimale tempe-
ratuur ook een vermindering van het aantal sclerotien waar te nemen. 
De schimmel vormt op het veld op de vlasplanten meestal geen sclerotien. Op door-
geschoten deels vergane slaplanten is in de herfst wel een enorme ontwikkeling van 
sclerotien waargenomen. Op framboos maakt de Sc-vorm ook sclerotien en over-
wintert op deze wijze. In het voorjaar verschijnen hieruit dragers met conidien. De 
M-vorm, die meestal van vlas wordt ge'isoleerd, vormt in cultures op agar zelden 
sclerotien. Op natuurlijke substraten - plantjes of zaden - die op agar zijn uitgelegd, 
vindt dit evenals bij de Sc-vorm veelvuldig plaats, maar bij de Sc-vorm geschiedt de 
vorming sneller. Het is dus heel goed mogelijk, dat - afgezien van andere invloeden -
het vlas al getrokken wordt voordat de sclerotien zijn gevormd. 
2.5 Citraatproduktie in het genus Botrytis, in het bijzonder 
bij Botrytis cinerea 
2.5.1 Inleiding en methodiek 
Volgens VAN BEYMA THOE KINGMA (1930) scheiden Botrytis-isoMies van lijnzaad bij 
aanwezigheid van koolzure kalk in het voedingsmedium citroenzuur uit, waardoor 
kristallen calciumcitraat in de agar ontstaan. Isolaties van andere waardplanten zouden 
onder deze omstandigheden oxaalzuur uitscheiden, waardoor kristallen calcium-
oxalaat worden gevormd. 
Om de produktie van deze organische zuren door species van het geslacht Botrytis 
en m het bijzonder die door Botrytis cinerea te onderzoeken zijn de isolaties van de 
M-vorm en de Sc-vorm van vlas, de Sc-vorm van aardbei, framboos en erwt, de Sp-
B T ^ T ; ^ VaQ h 6 t cinerea-^ - <* een isolatie van respectievelijk 
fn Bt!^T- ' f°\T R Z- SARD-'X) B- Mfurcata M l L L E R x>. A spectabUis HARZ.*), 
zurfkalk w f , ] r n t °P SCha len m e t ^rdappel-glucose-agar waaraan kool-
S Z ™ toT™^- A™&™« VAN BEYMA THOE KINGMA heel weinig over de 
mtvoenng van zijn proeven vermeldt, is eerst een orienterende proef mei Botrytis 
') Ontvangen van het Centraal Bureau voor Schinunelcultures te Baarn 
18 
cinerea genomen bij 23 °C op aardappel-glucose-agar met 2% en 5% CaCOa. 
Hieruit blijkt, dat 2% CaC03 een geschikt gehalte is. De koolzure kalk is v66r het 
opsmelten van de agar toegevoegd, waarna de kolfjes in de autoklaaf gedurende 15 
minuten bij 110 °C zijn gesteriliseerd. De agar kan na het afkoelen direct in de schalen 
worden gegoten, waarbij de CaCOs voor het gieten goed door de agar moet worden 
gemengd. Het werken met schalen is voor het doen van waarnemingen gemakkelijker 
dan met erlenmeyers, zoals VAN BEYMA THOE KINGMA heeft gedaan. 
De kristallen zijn op verschillende wijzen uit de agar ge'isoleerd, waarna zij in zo 
weinig mogelijk zoutzuur zijn opgelost. Daarna zijn de zuren gei'dentificeerd met be-
hulp van een eendimensionale papierchromatografie volgens WOLFFGANG (1957), 
waarbij een mengsel van 77 delen n-butanol, 12 delen mierenzuur en 11 delen water 
als solvent wordt toegepast. De zuren zijn zichtbaar gemaakt met het fixatiemiddel 
volgens HEITEFUSZ (1957). Ter vergelijking zijn citroenzuur en oxaalzuur pro ananalyse 
mee in het chromatogram opgenomen. 
De minst tijdrovende methode om de kristallen te isoleren en op te lossen is die waarbij de agar 
met enig gedestilleerd water in de schalen bij 80 °C wordt opgesmolten, waarna de inhoud in erlen-
meyers wordt gebracht en zoveel vloeistof wordt afgegoten tot ongeveer 20 ml overblijft. Hierbij 
wordt zoveel geconcentreerd zoutzuur gebracht, dat de kristallen juist zijn opgelost. Na filtratie wordt 
de vloeistof tot een klein volume - ongeveer 5 ml - ingedampt. 
Niet alle agar wordt bij het opsmelten vloeibaar, terwijl bij het oplossen van de kristallen schimmel-
weefsel aanwezig is. Wanneer men een schijfje steriel cellofaanpapier op de agar brengt, groeit de 
schimmel normaal, terwijl de kristallen voornamelijk in de agar, maar ook in en tegen het cellofaan 
ontstaan. Een groot gedeelte van de kristallen is nu zonder schimmelweefsel te isoleren door v66r 
het opsmelten de schimmel met het cellofaan te verwijderen. Maar ook in dit geval wordt de agar bij 
het opsmelten niet geheel vloeibaar. 
Veel tijdrovender is de methode waarbij de kristallen met een naald uit de agar worden gehaald. 
Hierbij is het echter mogelijk na drogen van de geisoleerde kristallen aan de lucht, 30 mg af te wegen 
en deze hoeveelheid in 20 druppels (1,2 ml) 5% HCL op te lossen. Filtratie door een wattenpropje 
in de steel van een kleine trechter is daarna nog noodzakelijk, omdat de kristalcomplexen enige agar 
insluiten. 
De laatstgenoemde wijze van winnen van de kristallen heeft het voordeel, dat drie tot vier druppels 
oplossing op het papier gebracht, steeds een duidelijk chromatogram geven. Bij het isoleren van de 
kristallen waarbij de agar wordt opgesmolten, dient men eerst een opklimmend aantal druppels op 
het papier te brengen om na te gaan hoeveel druppels bij een bepaald aantal kristallen in de agar op 
het papier moeten worden gebracht. 
De proeven zijn meestal in vijf- of zesvoud, enkele in drie- of viervoud uitgevoerd, 
terwijl de papierchromatografische bepalingen steeds in duplo zijn gedaan. De schim-
melisolaties zijn altijd gelijktijdig op een reeks schalen voedingsagar met en zonder 
2 % CaC03 geent. Hiervoor zijn ponsstukjes uit de rand van jonge cultures gebruikt. 
Tevens zijn blanco-proeven, dat wil zeggen zonder de aanwezigheid van de schimmel, 
uitgevoerd om na te gaan of in deze gevallen ook vlekken op het chromatogram ver-
schijnen. 
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2.5.2 Citraatproduktie in afhankelijkheid van de species en van de isolatie 
Uit de resultaten van de proeven is bij herhaling gebleken, dat alle isolaties van 
Botrytis cinerea citroenzuur in de agar afscheiden (plaat II), zodat bij aanwezigheid 
van koolzure kalk kristalcomplexen van calciumcitraat ontstaan (plaat III). Deze 
kristalcomplexen hebben vaak de vorm van kransjes. Oxaalzuur is in geen van de ge-
vallen aangetoond. De Rf-waarde van citroenzuur met butanol/mierenzuur/water 
(77:12:11) als solvent is ongeveer 0,47. De bovenste twee vlekken van het chromato-
gram vindt men ook in de blanco-proeven zonder schimmelcultuur. Er is een duidelijk 
verschil in het aantal gevormde kristallen bij de verschillende vormen. Bij ongeveer 
23 °C blijken de verschillen vrij constant te zijn. De M-vorm van lijnzaad doet, even-
als de M-vorm van vlasstengel, zeer veel kristallen ontstaan, ook de herisolatie na een 
passage van aardbei, framboos en erwt, en produceert dus veel citroenzuur. De kristal-
vorming begint bij 23 CC vanaf 5 dagen na enting en heeft binnen 1 tot 2 dagen zijn 
maximum bereikt. Tussen de herhalingen van een isolatie komen geen zichtbare ver-
schillen voor. De onderzochte Sc-vormen, zowel van vlas als van de andere waard-
planten, doen daarentegen evenals de tussenvormen die sporadisch van vlas zijn ge-
Isoleerd, minder kristallen ontstaan, vormen dus minder citroenzuur. De kristal-
vorming begint duidelijk later dan bij de M-vorm en kan soms, afhankelijk van de 
isolatie, vrij lang op zich laten wachten. Ook houdt de kristalvorming langer aan dan 
bij de M-vorm. De herhalingen binnen een isolatie vertonen een vrij grote variatie 
in het aantal kristallen. Tussen de verschillende isolaties van deze Sc-vormen zijn 
duidelijke verschillen in de citraatvorming aanwezig, die bij het overenten min of meer 
constant blijven. Infecteert men vlas met een Sc-vorm, die van een andere plant af-
komstig is, en herisoleert men deze vorm weer uit het zaad, dantreedtbij verschillende 
herisolaties soms een grote variatie in de kristalvorming op. Het niveau blijft echter 
altijd duidelijk beneden dat van de M-vorm. 
De Sc-vorm bestaat weliswaar uit verschillende stammen, elk met hun meer of min-
der specifieke kenmerken, maar door de variabiliteit van elk kunnen eigenschappen 
elkaar overlapped Deze variabiliteit bleek ook uit de vorm en de grootte van de scle-
rotien (zie 2.3). 
De Sp-vorm van tomaat doet eveneens minder kristallen ontstaan dan de M-vorm 
van vlas. 
In enkele gevallen worden geen kristallen gevormd. Dat de schimmel dan mogelijk 
wel maar niet voldoende citroenzuur in de agar uitscheidt, blijkt uit de volgende 
proef. Voegt men aan niet geente schalen met aardappel-glucose-agar en 2% CaC03, 
die respecUevelijk bij 10°, 20° en 30°C staan, citroenzuur toe in de hoeveelheden van 
30, 90 respectievelijk 150 mg opgelost in 1 ml steriel gedestilleerd water, dan heeft 
binnen een uur een ontwikkeling van C02-gas plaats, dat te zien is in de vorm van 
blaasjes m de agar. Alleen bij 30 mg treedt geen gasontwikkeling op (tabel 1). De 
knstalvorming begint in de periode van 6 tot 24 uur na het inzetten van de proef en 
bereikt haar hoogtepunt binnen 48 uur. De kristallen zijn niet in kransjes gerangschikt 
en treden onregelmatig in de agar op, zowel afzonderlijk, in strepen of in grotere 
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plekken en hebben een zeer verschillende omvang. De kristallen worden sneller en in 
grotere aantallen gevormd, naarmate de temperatuur hoger en de hoeveelheid citroen-
zuur groter is. Met 30 mg citroenzuur ontstaan geen kristallen en evenmin met 90 mg 
bij 10 °C. Het blijkt dus dat er een bepaalde hoeveelheid citroenzuur aanwezig moet 
zijn, wil kristalvorming optreden en dat deze minimaal vereiste hoeveelheid van de tem-
peratuur afhankelijk is. Wanneer dus een isolatie van Botrytis cinerea op een voedings-
agar met koolzure kalk geen kristallen doet ontstaan, wil dit nog niet zeggen, dat de 
schimmel geen citroenzuur vormt dat in de agar wordt afgescheiden. 
Uit het bovenstaande blijkt dus, dat de reden op grond waarvan VAN BEYMA THOE 
KINGMA een Botrytis cinerea forma lini creeert, niet juist is. De soort Botrytis cinerea 
en niet slechts een vorm ervan, moet tot de specifieke citroenzuurvormers worden 
gerekend. 
Tabel 1 Invloed van de hoeveelheid citroenzuur en de temperatuur op de reactie tussen citroenzuur en 
2% koolzure kalk in de agar 
Aantal mg citroenzuur in 
20 druppels aqua dest. op 
a.g.-agar met 2% CaC03 
mg of citric acid in 20 drops 
of aqua dest. on A.G.A. 
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t t matig veel 
a fair number 
t t t veel 
many 
t t t t zeer veel 
very many 
Table 1 Influence of the amount of citric acid and the temperature on the reaction between citric acid 
and 2 % calcium carbonate in the agar 
Van de vijf andere onderzochte Botrytis species doen alleen B. bifurcata en B. allii 
bij aanwezigheid van 2% koolzure kalk kristalcomplexen calciumcitraat in de aard-
appel-glucose-agar ontstaan. Met B. allii is bij 23 °C op de een en twintigste dag na het 
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enten in sommige schalen een enkel kristalcomplex aanwezig; dit aantal neemt nader-
hand niet toe. Met B. bifurcata begint de kristalvorming 11 tot 15 dagen na het enten 
van de schalen en bereikt 5 dagen later haar maximum. Het aantal is steeds aanzienlijk 
kleiner dan dat bij de M-vorm van Botrytis cinerea en ongeveer gelijk aan het aantal 
dat zwakke citroenzuurproducenten onder de Sc-vorm doen ontstaan. Volledigheids-
halve kan nog worden vermeld, dat de Botrytis species over het algemeen op aard-
appel-glucose-agar zonder koolzure kalk beter groeien dan op deze voedingsbodem 
met 2% koolzure kalk. Bij B. bifurcata is het omgekeerde het geval. 
In het genus Botrytis komen dus meerdere species voor die tot de citroenzuurvor-
mers moeten worden gerekend. 
2.5.3 Citraatproduktie in afhankelijkheid van de CaC03-concentratie 
In het begin van het onderzoek over de citraatproduktie door Botrytis is in een 
onenterende proef vastgesteld, dat 2% CaC03 in de agar een geschikt gehalte is. 
Grotere hoeveelheden leveren moeilijkheden op bij het mengen door de agar. 
Om de invloed van lagere gehalten aan CaC03 te onderzoeken zijn een M-vorm van 
ujnzaad een Sc-vorm van aardbeivrucht en een Sc-vorm van frambozestengel geent 
op schalen aardappel-glucose-agar met respectievelijk 2, 1, i \, J en 0% CaC03. 
Deze beide isolates van de Sc-vorm werden gekozen omdat de eerste relatief snel en 
vry veel, de tweede laat en weinig kristallen vormt. In tabel 2 en plaat IV is het resul-
™tn™l1uZrhlTZnT k00hWe Mk °P het be8tn "» de ™** «» fallen calcium-
JucolZ^btSc ^ C m e r e a Vm UjnZaad(1)> aardbei<4> e^mboos (3) op aardappel-
Isolatie ,h u • • ^ a m a l d a g e n n a e n t i E g ' d a t kristalvorming begint 
i t J^^f^^forrnaUon, number of days after transferring the fungus 
2%CaCOs l%CaC0 3 i % C a C Q , | o / o C a C 0 3 i%CaCo3 
I J tt 14 6-7 7-8 
3 6-7 ^ ~ 
^ ~ CSD CVD 
™thninaUcZ,lrTo^ 
glucose agar at 22°C fi°m bmeed (1)> str^berry (4) and raspberry (3) on potato 
^ ^ ^ ^ ' ^ ^ r T r ^ a a n g e t o o n d ' d a t de kristallen uit 
t
» ^ c a W i i n M i t n « t m " d e M ^ H P o n t a g e CaC03 mede bepaalt of kris-
nog kristalvorming oZTZZT ^ T ' ^ d a t h e t l a a g S t e ? e r c e n t a g e w a a r b « 
CaC03 worden met d f ^ v o r T n o . ^ , 1 *"? ****" ™l « is" B* *% M vorm nog knstallen - hoewel zeer gering in aantal - ge-
vormd; met de twee isolaties van de Sc-vorm blijft kristalvorming uit. Bij 1 % CaC03 
worden met de M-vorm vrij veel, met de Sc-vorm van aardbeivrucht weinig en met de 
Sc-vorm van frambozestengel geen kristallen gevormd. De uitkomsten met 2% 
CaC03 zijn gelijk aan de eerder verkregen resultaten. Ook hier is duidelijk, dat hoe 
minder kristallen ontstaan des te later zij worden gevormd. 
2.5.4. Citraatproduktie in afhankelijkheid van de temperatuur 
Tijdens de bovenbeschreven onderzoekingen met schimmelcultures was reeds ge-
bleken, dat de temperatuur invloed uitoefent op het aantal kristallen dat in de agar 
ontstaat. Daarom was de temperatuur hierbij zo goed mogelijk op 23 °C gehouden. 
Om over de invloed van de temperatuur beter te zijn ingelicht, is de volgende proef 
.genomen. Een M-vorm van lijnzaad en een Sc-vorm van aardbeivrucht zijn elk op 
10 schalen met aardappel-glucose-agar en 30 schalen met dezelfde agar en 2% kool-
:zure kalk geent. Nadat zij 24 uur bij 24 °C hebben gestaan zijn de schalen over de tem-
peraturen van 11 °C, 16 °C, 21 °C, 26 °C en 28 °C verdeeld. In tabel 3 en plaat V zijn 
Tabel 3 Invloed van de temperatuur op het begin van de vorming van kristallen calciumcitraat in een 
cultuur van Botrytis cinerea van lijnzaad(l) en aardbei(4) op aardappel-glucose-agar met 2% koolzure 
kalk 
Aantal dagen na enting, dat kristalvorming begint 
Isolatie the beginning of crystal formation, number of days after transferring the fungus 
isolation 
H°C 16°C 21°C 26°C 28°C 
1 10-11 8 5 4 3 
4 14-18 9-11 6-7 5 3 
Table 3 Influence of the temperature on the beginning of calcium citrate crystal formation in a culture of 
Botrytis cinerea from linseed (1) and strawberry (4) on potato glucose agar wit 2%calcium carbonate 
de resultaten van deze proef, die 35 dagen is aangehouden, vermeld. Overal waar 
kristalvorming optreedt is papierchromatogransch aangetoond, dat de schimmel 
citroenzuur heeft uitgescheiden. Het blijkt, dat de kristalvorming bij beide vormen bij 
28 °C even snel begint en dat het aantal kristallen in beide gevallen even groot is. De 
schimmel heeft op het tijdstip dat de kristallen worden gevormd, de agar nog maar ten 
dele overgroeid. Het maximale aantal kristallen wordt in dit gedeelte van de schalen in 
een minimum van tijd bereikt. Hetzelfde herhaalt zich daarna buiten deze zone. Bij 
26 °C treedt kristalvorming bij de M-vorm na 4 dagen op, bij de Sc-vorm een dag later, 
hoewel in beide gevallen het maximale aantal kristallen - dat weer zeer snel wordt 
bereikt - ten naaste bij even groot is. De schimmel heeft na 4 dagen de agar nog niet, 
na 5 dagen bijna overgroeid. Onder 26 °C begint de kristalvorming later naarmate de 
temperatuur lager is, zowel gerekend vanaf het begin van de proef als gerekend vanaf 
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het tijdstip waarop de schimmel de agar geheel heeft overgroeid. De kristalvorming 
eindigt eveneens later bijdalende temperatuur. Ook het aantal kristallen isbij beide 
vormen beneden 26 °C na 10 dagen kleiner naarmate de temperatuur lager is. Maar 
de M-vorm produceert altijd meer citroenzuur dan de Sc-vorm. Na 22 dagen is deze 
afname bij dalende temperatuur voor de M-vorm alleen nog beneden 16 °C waar te 
nemen, terwijl deze voor de Sc-vorm vrijwel dezelfde is gebleven. Deze toestand bliift 
verder zo gehandhaafd. 
De Sc-vorm van aardbeivrucht doet bij I P C nog slechts zeer weinigkristallen ont-
staan. Daar deze isolatie, wat de citraatvorming betreft, op de isolaties van de M-
vorm volgt, mogen wij aannemen dat die isolaties van de Sc-vorm welke bij 23 °C nog 
minder citroenzuur vormen, bij 11 °C in het geheel geen kristallen meer doen ontstaan. 
Bovenstaande resultaten impliceren een invloed van de temperatuur op de citroen-
zuurproduktie door de schimmel, waarvan men het bestaan a priori mag aannemen. 
Uit de resultaten, die onder 2.5.2 zijn vermeld, blijkt, dat hiermee is verweven de in-
vloed van de temperatuur op de reactie tussen citroenzuur en koolzure kalk. Het aan-
tal gevormde kristallen bij een bepaalde temperatuur is de resultante van de vorming 
rCerTur * ' ^ ^ " * " ^ ^ de g e n ° e m d e -mponenten bij 
2.5.5 Citraatproduktie in afhankelijkheid van het voedingsmedium 
gl°r! o?d^kiufe^VOedHin8SmfUI; StCedS a a r d aPP^Ucose-agar gebruikt. Om na te 
C r i o m e n T t ^ f ^ ™ i n v l o e d ^ op de kristalvorming, zijn ook 
staan-Deverschillentmlfr k i r a n S V O r m i S e kmtalcomplexen calciumcitraat ont-
O P - s - a ^ ^ 
weinig kleine k r i s t a Z I ' o n Z ^ d a n ^ ^ ^ ^ S™™» s l e c h t s z e e r 
Met slijm-agar en 2V CaCo ^ - ° ? ""* "** * *** h e r h a l i n S e n ' 
waar te nemen. De groeWan - V ° * d m g s b o d e m ^ bij geen der isolaties kristallen 
Het blijkt dus dlt r i l u z e v T " ^ ° P ^ ^ i s o n d e r 2.2 al vermeld. 
door middel van l u i ^ W ^ ^ ^ ^ f ^ T , ^ * wanneer men 
citroenzuur in de agar afscheidt a s t s t e l l e n o f een isolatie van Botrytis cinerea 
2.6 Discussie 
Op grond van de Uteratuurgegevens r ,™,, 
BEYMA THOE KINGMA (1930) - werd r l n CHRZASZC e n LEONHARD (1936) contra VAN 
{ } W e r d r e e d s v e r m o e d
'
d
^ VAN BEYMA THOE KINGMA ten 
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onrechte een Botrytis cinerea forma lira meende te moeten onderscheiden. Dit ver-
moeden is door het bovenbeschreven onderzoek bevestigd. Met vrijwel alle isolaties 
van B. cinerea afkomstig van verschillende waardplanten, worden op aardappel-
glucose-agar met 2 % CaC03 meer of minder kristallen calciumcitraat gevormd. Een 
enkele isolatie doet geen kristallen ontstaan, doordat er zeer waarschijnlijk te weinig 
citroenzuur in de agar wordt afgescheiden. 
Het is bovendien niet mogelijk gebleken om met dit fysiologische kenmerk Botrytis 
cinerea als soort te karakteriseren, omdat ook andere Botrytis species - o.a. B. bifur-
cata Miller - tot de uitgesproken citroenzuurvormers behoren. De meeste, zo niet alle 
schimmels, zullen evenals de hogere planten dit zuur vormen, hoewel niet alien in 
even sterke mate (FOSTER, 1949). Alleen de uitgesproken citroenzuurvormers, die het 
zuur in de agar afscheiden, doen onder de genoemde omstandigheden kristallen cal-
ciumcitraat ontstaan. 
CHRZASZCZ en LEONHARD (1936) vonden bij hun onderzoek met Botrytis cinerea 
ook oxaalzuur en kleine hoeveelheden andere organische zuren. Dat bij mijn onder-
zoek geen andere organische zuren dan citroenzuur zijn waargenomen, is mogelijk 
veroorzaakt door te geringe concentraties hiervan. 
Aangetoond is, dat de citraatvorming bij Botrytis cinerea afhankelijk is van de isolatie, 
het percentage koolzure kalk, de temperatuur en het voedingsmedium. Met de meest 
gebruikte voedingsbodems wordt bij de meest gangbare temperatuur van ongeveer 
23 °C door vrijwel alle isolaties citroenzuur in aantoonbare hoeveelheden gevormd. 
Het is gezien deze resultaten het meest waarschijnlijk, dat VAN BEYMA THOE KINGMA 
alleen kristallen calciumcitraat met zijn vlasisolatie(s) heeft verkregen, omdat hij 
slechts 'enige koolzure kalk' heeft toegevoegd en daarbij beneden de 1 % is gebleven. 
Wat de vorming van oxaalzuur door zijn overige isolaties betreft, lijkt het er op, dat 
hij dit zelf niet heeft onderzocht, maar zonder meer afgaat op bepalingen van SMITH 
(1902), die extracten van mycelium heeft geanalyseerd. De enkele gevallen, waarin hij 
spreekt van melkwitte strepen in de agar - volgens hem kristallen van calciumoxa-
laat - moeten dus sterk in twijfel worden getrokken. Ook kristallen van calciumcitraat 
kunnen zeer klein en zeer plaatselijk in de agar aanwezig zijn. 
Alle isolaties van de Sc-vorm van B. cinerea vormen bij en onder haar optimale 
temperatuur voor myceliumgroei duidelijk minder citroenzuur dan de M-vorm, die 
van vlas is gei'soleerd. Dit heeft tot gevolg, dat de kristallen in het geval van de M-
vorm snel en in een zeer groot aantal, in het geval van de Sc-vorm relatief langzaam 
en in een geringer aantal ontstaan. Wanneer vlas en andere waardplanten door deze 
M-vorm worden geinfecteerd, doen de herisolaties bij 23 °C weer even snel en even 
veel kristallen ontstaan als de oorspronkelijke isolatie. Wanneer vlas en andere waard-
planten met de Sc-vorm van deze andere waardplanten worden geinfecteerd, vormen 
ook de herisolaties bij 23 °C altijd minder citroenzuur dan de genoemde M-vorm. Dit 
verschil tussen beide vormen wordt dus niet door adaptieve enzymen te voorschijn 
geroepen, maar is een kenmerkend verschil tussen beide. De oorzaak van de relatief 
sterk parasitaire aard van de myceliumvorm M zou dus ondermeergelegen kunnen zijn 
in het vermogen om snel veel citroenzuur te produceren. De stof die voorafgaande 
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aan de enzymwerking, de cellen zou vergiftigen is dan geen oxaalzuur, zoals SMITH 
(1902) veronderstelt, maar citroenzuur. Orienterende proeven met afgesneden kiem-
en oudere planten op verschillende verdunningen van citroenzuur onder glazen 
cylinders maken aannemelijk dat dit zuur bij de aantasting een rol speelt. Op de door 
citroenzuur bleek en slap geworden kiemplanten en bleek geworden onderste helft van 
de oudere planten ontstond spontaan Botrytis. Dit was niet het geval bij de gezonde 
planten op water, zelfs niet op de verdorde onderste blaadjes van de oudere controle-
planten. 
SHU en JOHNSON (1948) vonden bij Aspergillus niger dat de suiker door de schimmel 
gedurende de periode van groei voornamelijk voor myceliumproduktie wordt gebruikt, 
waarbij slechts weinig citroenzuur wordt gevormd. Daarop volgt een fase met af-
nemende mycelium- maar sterke citroenzuurproduktie. Volgens FOSTER (1949) is dit 
beeld vrij kenmerkend voor alle zuurvormende processen bij schimmels, dus ook voor 
de citroenzuurproduktie door B. cinerea. In de tweede fase kan bij de M-vorm veel 
mycelium aan de citroenzuurproduktie deelnemen. Het is dus mogelijk, dat de M-
vorm mede door zijn grote hoeveelheid vegetatief mycelium veel citroenzuur vormt. 
Bij waarnemingen aan de verschillende isolaties van de Sc-vorm blijkt, dat de corre-
latie hoe meer mycelium des te meer kristallen niet zonder meer opgaat. De mate 
waarin citroenzuur wordt gevormd, is dus een eigenschap van de hyfecellen zelf. 
De resultaten onder 2.5.4. vermeld, zijn in overeenstemming met de bovengenoemde 
resultaten van SHU en JOHNSON (1948). De spoedige kristalvorming even boven de 
voor de schimmel optimale temperatuur moet het gevolg zijn van de groei, die onder 
deze omstandigheden van het begin af is geremd. De Sc-vorm heeft dan blijkbaar wel 
de mogebjkheid om snel veel citroenzuur te vormen. Als dit zuur voor de virulentie 
mede bepalend
 IS, zou de Sc-vorm boven 26°C even parasitair moeten zijn als de 
M-vorm, mits geen andere factoren dit beperken. 
Verder is onder 2.2 reeds opgemerkt, dat de verschillende hoofdvormen M, Sc en Sp 
met ,n gelyke mate op verschillende waardplanten voorkomen. Van vlas wordt meest-
aard l^ r rH A ? * ^ ^ ^ de S°-yom en &™ SV™™ g^isoleerd. Van 
T ™ van f r f t m " ^ t y P i S C h C k e Q m e r k e n ' d i e z i c h d u ^ l i j k van de Sc-
sTTnSn v o ^ T T- ° n d e r s c h e i d e n " v^regen. Van tomaat wordt meestal de 
dding V E S Z T H t m ger!"86 m a t C d e M " V ° r m S e i s o l e e r d (mondelinge mede-
ondef le ~ n f V T ^ * ' d a t e e n V O r m a l l e e n d i e P ^ t e n aantast, die 
^t^SZJ^T^^ Cn m o ^ k ^ d ^ van infectie (dat wil 
^ Z ^ T M S a p r ° f S C h ) a l s w a a r d ^ n t kan dienen. Zo is voor vlas de 
" t l P v o W de v 7 ^ D 8 ' ^ ° n d e r veldomstandigheden een duidelijke aan-
sTo^tZlnllT^T a a r d b C i ^ 8 e m a k k d i J k d o o r d* " i n t o parasitaire 
o a ^ Z ^ S ^ H 8 ^ 1 1 1 1 1 8 t 0 t d e m e n i n S van PA U L (1929) zou er dus 
men ZT^^T^*tOCheen sel«*ef parasitisme tussen de hoofdvor-
op vlas voorkonTt S ^ n ^ d * " " " * "**«"* * »*» " ^ 
- t aardbeien op de l ^ ^ Z Z n ^ r ^ ^ ^ ^ °PPerVlakteQ 
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Ten slotte moet nog worden opgemerkt, dat de verschillen tussen de genoemde hoofd-
vormen heel andere en veel grotere zijn dan die volgens de afbeeldingen van HANSEN 
en SMITH (1932) tussen de homo- en heterotypen uit enige subcultures van hun mono-
spore-isolaties. Dit geldt ook voor de verschillen in sporulatie en de hoeveelheid 
luchtmycelium, die HANSEN (1938) bij zijn onderzoek met monospore-cultures heeft 
gevonden. De door hen gevonden verschillen zijn de normale binnen de variatie van 
een van de drie vormen. 
Het is hier de plaats om nog iets op te merken over het parasitisme van de schimmel. 
Botrytis cinerea wordt veelal als 'zwakteparasiet' beschouwd (zie 2.1). Alleen in ver-
zwakte toestand zou de plant door de schimmel kunnen worden aangetast. Deze uit-
drukking is echter niet geheel juist. In bepaalde gevallen is voor de infectie een sapro-
fytisch voorstadium noodzakelijk - bijvoorbeeld in de afstervende kiembladeren 
tijdens de sterke groei van de vlasplant - in andere gevallen is het niet vereist - bij-
voorbeeld bij planten die anderszins al iets mankeren, maar ook bij bloeiende en af-
rijpende vlasplanten en rijpe vruchten van aardbei. Op grond hiervan is het beter om 
van een zwakke parasiet te spreken. De uitwendige omstandigheden spelen hierbij 
een bijzonder grote rol. 
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3 De pathogenese 
3.1 Inleiding en literatuur 
In de algemene inleiding is reeds vermeld, dat bij de grauwe schimmel twee fasen 
moeten worden onderscheiden (VAN DER SPEK 1956, 1957 b), namelijk de jeugdaan-
tasting en de aantasting van de oudere plant. Deze onderscheiding is door andere on-
zoekers niet gemaakt, omdat men meende, dat gedurende de gehele groeiperiode van 
het vlas de uitbreiding van de ziekte op dezelfde wijze zou plaats vinden, namelijk 
door middel van sporen (ROST, 1939; JOHANSEN, 1943; MUSKETT en COLHOUN, 1947; 
ANONYMUS, 1956; ANSELME, 1956). Uit het onderhavige onderzoek is gebleken, dat 
dit niet juist is; de wijze waarop de ziekte zich van plant naar plant kan verspreiden 
is voor beide fasen niet dezelfde, zodat hun voornaamste infectiebronnen ook ver-
schillend zijn. In tegenstelling hiermee kunnen de dode harrel ( Ascochyta linicola) en 
het verbruinen (Polyspora lini) worden genoemd. Ook deze vlasziekten gaan met het 
zaad over, waardoor in de eerste plaats zieke kiemplanten ontstaan. De sporen van 
voornoemde schimmels op deze planten zijn de enige infectiebron voor hun naaste 
omgeving. Op deze wijze kunnen haardjes van zieke planten ontstaan, die onder daar-
toe gunstige omstandigheden steeds meer in omvang toenemen. In deze gevallen is 
slechts sprake van een doorlopende fase, die van het tijdstip van zaaien af tot de oogst 
duurt. 
De twee fasen van de grauwe schimmel zullen onder 3.3 en 3.4 afzonderlijk worden 
besproken. 
Het is uit de literatuur bekend, dat de grauwe schimmel van vlas met het zaad over-
gaat (o.a. DOVER, 1925; 1930). 
In publikaties over bodemschimmels vindt men Botrytis cinerea nog al eens vermeld 
o.a. ATKINSON, 1954; PARK, 1955; OILMAN, 1959; HARTZVELD, 1957; WELVAERT en 
V E L D E ^ N , 1957; DOMSCH, 1960). De grond als infectiebron behoort dus tot de poten-
tiele mogehjkheden. Volgens WOLLENWEBER en STRAIB (1943) zou Botrytis op planten-
resten in de grond in de vorm van sclerotien overwinteren. Ook MCKAY (1947) noemt 
de sclerotien een overwinteringsvorm, evenals PETHYBRIDGE en LAFFERTY (1921) en 
T d e T n t ? ^ ^ V 1 9 4 7 ) - D e - t a i e n zouden onder gunstige omstandigheden 
c L kunn n " * ^ f 1 ' 1 6 ™ " * g e V e n - V e r d e r z - d e n de sclerotien apothe-
Aangezien de schimmel polyfaag is en zeer algemeen voorkomt, vormen de macro-
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conidien, die volgens verschillende onderzoekers (Di MENNA, 1955; GREGORY en 
HIRST, 1957; VELDEMAN en WELVAERT, 1957; POWELSON, 1959; SREERAMULA, 1959) 
het gehele jaar in de lucht aanwezig zijn, ook een potentiele infectiebron. Volgens een 
onderzoek te Rothamsted (SREERAMULA, 1959) bereikt de sporenvlucht van Botrytis 
al vroeg in het seizoen haar top, terwijl bij droog weer des middags het grootste en 
des morgens het kleinste aantal macro-conidien in de lucht aanwezig is. Volgens 
WILSON (1959; 1961; 1962), die waarnemingen deed in een aanplant van frambozen, 
treedt vaak nog een tweede top tijdens de avondschemering op, terwijl soms beide 
toppen ontbreken. HYDE en WILLIAMS (1949) vonden het grootste aantal conidien 
in de herfst. Volgens GREGORY (1945) geldt in het algemeen voor luchtplankton, dat 
de afzetting daarvan op een substraat afneemt met een toename in afstand tot de 
bron. POWELSON (1959) heeft uit sporenvangsten vastgesteld, dat het aantal gevangen 
macro-conidien in verticale richting snel afneemt met de hoogte. 
Ten slotte is er ook nog de mogelijkheid van een besmetting van de planten door 
micro-conidien. BRIERLY (1918) kon levende planten met micro-conidien alleen na 
verwonding van het weefsel ziek maken. Door ARNAUD en BARTHELET (1936) wordt 
de juistheid hiervan sterk betwijfeld. Volgens GAEUMANN (1949) kiemen micro-coni-
dien waarschijnlijk bij aanwezigheid van bepaalde groeistoffen en spelen bij de vege-
tatieve verspreiding van de schimmel geen rol. Daarom wordt in het volgende voort-
aan het woord 'spore(n)' gebruikt, waaronder de macro-vorm wordt verstaan. 
Over de lokalisatie van de schimmel in het zaad is weinig met zekerheid bekend. 
PETHYBRIDGE en LAFFERTY (1920) vermelden het voorkomen van sclerotien op lijn-
zaad, hetgeen hen ertoe deed besluiten, dat Botrytis wel met het zaad zou overgaan. 
Ook MCKAY (1947) releveert het voorkomen van sclerotien op het zaad. SCHILLING 
(in TOBLER, 1928), DOYER (1930) en MUSKETT en COLHOUN (1947) menen, dat Botrytis 
als regel oppervlakkig in de zaadhuid aanwezig is. Volgens de laatste auteurs zou zaad-
overgang ook plaats kunnen vinden als sporen of als sclerotien op het zaad. ANSELME 
(1956) meent, dat deze schimmel zich op de zaadhuid bevindt. MCKAY schrijft in 1947, 
dat geen exact onderzoek is uitgevoerd inzake andere wijzen van zaadovergang dan 
door middel van sclerotien. Het is PETHYBRIDGE en LAFFERTY (1921) echter niet gelukt 
om uit zaad met sclerotien zieke planten te verkrijgen. Over de wijze waarop de 
schimmel de plant van het zaad uit aantast, wordt voor het begin van dit onderzoek 
in de literatuur niets vermeld. De beschrijving van de ziekteverschijnselen zijn niet 
alien gelijk. Volgens de oudste meer gespecialiseerde literatuur (bijv. WESTERDIJK, 
1918) zou de schimmel de gehele plant overwoekeren zonder vorming van scherp 
begrensde plekken. MUSKETT en COLHOUN (1947) vermelden als eerste kenmerkend 
symptoom roodbruine vlekjes die ter hoogte van het grondoppervlak op het hypo-
cotyl verschijnen. De plant verwelkt daarna, valt om en gaat dood. In nummer 92 
van de Verslagen en Mededelingen van de Plantenziektenkundige Dienst (ANONYMUS, 
1956) wordt gesproken van een slap hangen en sterven van de jonge plantjes, hoewel 
VAN POETEREN (1922) het symptoom met de woorden 'ingezonken boven- en onder-
grondse stengeldelen' beschrijft. ANSELME (1956) geeft een sterven en bruin worden 
van de kiemplant op. Allen vermelden het ontstaan van de bekende sporulatievorm, 
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al of niet met sclerotie'n, waardoor een uitbreiding van de ziekte kan plaatsvinden. 
In de loop van het groeiseizoen kunnen ook de Stengels worden aangetast, hetgeen 
een bruine verkleuring van het aangetaste deel veroorzaakt, gepaard gaande met een 
sterke sporulatie. Ook kunnen sclerotien worden gevormd. Het mycelium groeit vol-
gens PETHYBRIDGE en LAFFERTY (1920) tot in het hout en verstopt de vaten, waardoor 
de plant boven het aangetaste deel afsterft. Volgens JOHANSEN (1943) dringt de schim-
mel niet altijd zo diep in de plant. Zij heeft waargenomen, dat aangetaste planten na 
een regenbui volgend op een lange periode van droogte, normaal doorgroeiden. Het 
aangetaste deel bleef zichtbaar; de buitenste cellen van de schors waren gedesorgani-
seerd, maar de houtcellen waren niet aangetast. 
Ten slotte kunnen ook de zaadbollen en daarbij het zaad worden geiinfecteerd. 
Volgens Duitse literatuur (o.a. SCHILLING, in TOBLER, 1928) worden vlasplanten soms 
van boven af aangetast. De zaaddozen vertonen het eerst een roodbruine verkleuring, 
waarna de gehele plant van boven naar beneden aan de ziekte ten offer valt. Een per-
ceel vlas met een dergelijke aantasting zou al van verre zichtbaar zijn ('brennender 
Lein'). 
3.2 Materiaal en methodiek 
Voor het onderzoek stond zaad ter beschikking afkomstig van sterk geinfecteerde 
partijen. Het was vooral aangetast door de M-vorm, daarnaast soms in geringe mate 
door de Sc-vorm van de schimmel. Het percentage geinfecteerde zaden is door het 
Ryksproefstation voor Zaadcontrole (R.P.v.Z.) volgens de filtreerpapier-methode 
(zie onder 5.1) bepaald. Het zaad is bij de proeven die hier ter sprake komen, op rijen 
gezaaid in een hoeveelheid van 15 g per m2. 
De proeven waarover in tabel 4 wordt gesproken, zijn uitgevoerd met gelijke delen 
grond van vermelde percelen en lang van te voren gestoomde potgrond. De klei van 
deze percelen a leen zou voor een kasproef te stug zijn. Zowel het percentage opgeko-
men als zieke planten is op het aantal uitgezaaide zaden berekend 
De proeven m de kas zijn meestal tussen de maanden September en mei ingezet, zodat 
e t m l Z
 t
 S
 T u ! ? 8 e m a k k e l « k l a a§ kon worden gehouden. De gemiddelde 
etmaaltemperaturen hebben meestal tussen 10°C en 15°C gelegen. Een bestraling met 
i n ™ " 1 1 7 f " , ^ S t r e k k C n d e m e t e r h e e f t ^™»£ " uren per dag zijde-hngs van en boven de planten plaats gevonden 
d?e\tlr s t t°lk 7 nT, t l0kfatie VaQ dC SChimmd in het zaad W van partijen 
tl^T^J^ ; ndeTZOek S tCrk CQ U i t s l u i t e n d d o o r B^ytis waren ge-
1 * ^ J ^ A T 7 ™. 0 P P e - ^ uitgezocht. Het was namelijk gebleken, 
JT£Z££z ::^ —ttzrtast 0mgekeerd behoeven de ruwe 
^HZ^^T ^ h e t ^ U k W ° r d t ^ f e c t - d , is bekeken in smalle 
m m^z^zz?*- wrrbij de zaden tegen de *iazen wanden 
J ngezaaid. Het glas was van bmten met zwart papier bedekt. De uit-
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breiding van de schimmel van plant naar plant en de symptomen van de jeugdfase 
van de ziekte zijn zowel op deze wijze, als na uitzaai in houten kistjes met grond en 
in veldgewassen bestudeerd. De waarnemingen inzake de aantasting van de oudere 
plant zijn gedurende verscheidene jaren op het veld gedaan, voor een klein gedeelte 
ook in de kas. 
3.3 De jeugdaantasting 
3.3.1 Infectiebronnen 
In paragraaf 3.1 is reeds vermeld welke potentiele infectiebronnen aanwezig kunnen 
zijn, namelijk het zaad, de grond en de sporen die in de lucht aanwezig zijn. De laatst-
genoemden kunnen van allerlei aangetaste plantedelen afkomstig zijn. De sclerotien 
zijn hier niet apart genoemd, omdat deze los op de grond gelegen of nog aan plante-
delen bevestigd een sporulatie kunnen geven, waarvan de sporen in de lucht terecht 
komen. Of de sclerotien ook zonder tussenkomst van sporen een potentiele infectie-
bron vormen, komt bij de bespreking van de grond nog aan de orde. 
Het is aan geen twijfel onderhevig, dat het zaad een infectiebron voor de jeugdaan-
tasting is. Lijnzaad, dat bij het gezondheidsonderzoek door Botrytis aangetast blijkt 
te zijn, geeft in de kas na uitzaai in de grond onder voor de schimmel gunstige om-
standigheden zieke planten, waaruit de schimmel weer is te herisoleren. Uit gezond 
zaad groeit altijd een gewas op dat gedurende het jeugdstadium geen aantasting door 
Botrytis vertoont. Ook na uitzaai te velde is dit waar te nemen. Dit houdt in, dat een 
aantasting van de grond uit als regel niet plaats heeft. 
Wei treedt in een kasproef soms een geringe aantasting op na spoedige herinzaai in 
kistjes met grond waarin een van het zaad uit aangetast jong gewas heeft gestaan. 
Maar dit is alleen het geval wanneer in het begin van gestoomde grond is uitgegaan, 
zodat dit geen praktische betekenis heeft. 
Om nog nauwkeuriger na te gaan in hoeverre grond als infectiebron kan dienst doen 
is de volgende proef genomen. Hierbij zijn met elkaarvergeleken grond van een perceel 
waarop bonen hadden gestaan die niet door Botrytis waren aangetast en grond waarop 
een zeer zwaar door Botrytis aangetast slagewas groeide. Een deel hiervan is wel, een 
deel niet gestoomd, terwijl zowel niet als wel ontsmet aangetast zaad in rijen is uit-
gezaaid. 
Uit de resultaten in tabel 4 blijkt, dat de uitkomsten voor beide grondmonsters 
dezelfde zijn. De aantasting is zowel met ontsmet als niet ontsmet zaad in gestoomde 
grond sterker dan in niet gestoomde grond. In het geval dat in de grond gezonde 
bonen hebben gestaan, is dit resultaat te verwachten. Met de sterk besmette grond 
van het perceel sla zou het omgekeerde het geval zijn, wanneer naast de aantasting 
van het zaad uit nog een aantasting van de besmette grond uit zou hebben plaatsge-
vonden. Het laatstgenoemde is dus blijkbaar niet het geval. Ook de sclerotien die in 
de grond aanwezig waren schijnen geen ziekte te verwekken. Om dit nog eens afzon-
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derlijk te onderzoeken zijn vele sclerotien van de bovengenoemde slaplanten in het 
bovenste laagje van een wel en niet gestoomd grondmengsel gebracht, waama hierin 
gezond lijnzaad is gezaaid. Er zijn daarna geen zieke planten waargenomen. Mogelijk 
moeten de sclerotien een hele winter blijven liggen alvorens te kiemen. Vooralsnog 
lijkt het niet waarschijnlijk, dat sclerotien van Botrytis myceliumgroei in de grond 
kunnen geven. 
Tabel 4 Invloed van wel en niet met Botrytis besmette grond op het optreden van degrauwe schimmel. 
Respectievelijk per object 180 en 400 zaden 
Behandeling 
treatment 
vanhetzaad van de grond 
of the seed of the soil 
Niet ontsmet gestoomd 
undisinfected steamed 




Ontsmet niet gestoomd 
disinfected unsteamed 
Grond van bonenperceel, niet 
door Botrytis aangetast 
soil of a bean field without 
Botrytis infection 
percentage planten1) 
percentage of plants 
opge- ziek gezond 
komen 
emerged diseased healthy 
39 39 0 
68 58 10 
97 14 83 
97 6 91 
infectieniveau van het zaad 
ca. 30%, kiemkracht 96% 
infection level of the seed 
about 30%, germinating 
capacity 96% 
Grond van sterk door Botrytis 
aangetast sla-perceel 
soil of a lettuce field, heavily 
infected by Botrytis 
percentage planten1) 
percentage of plants 
opge- ziek gezond 
komen 
emerged diseased healthy 
61 43 18 
73 21 52 
98 20 78 
96 1 95 
infectieniveau van het zaad 
ca. 28%, kiemkracht 97% 
infection level of the seed 
about 28 %, germinating 
capacity 97%, 
') berekend op het aantal uitgezaaide zaden 
calculated ace. to the number of seeds sown 
Table 4 Influence on the incidence of grey mould of soil with and without Botrytis contamination. 
Respectively per treatment 180 and 400 seeds 
^ Z t n t l ^ * Q°g d U i d d i J k e r bUjken> d a t ^ytis zich in de grond 
^^ZttT/t ^ ^ ^ d S V O e d s e l b r o n * t slechts over een zeer 
boven ^ tS^STJt O Q d e r Z O e k VAN P A R K ( 1 9 5 5 ) beVCSt ig t ^ 
zamen een p lan ted^! T T * y t o b l e e k n i e t * staat met andere organismen te-
plantedeel in of op de grond te koloniseren, terwijl de schimmel slechts over 
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een afstand van 2 mm van een doorwoekerd substraat, waarin zij van te voren is ge-
koloniseerd, in de grond uitgroeide. Botrytis cinerea behoort dus niet tot de 'soil-
inhabitants' maar tot de 'soilinvaders'. 
Waar deze schimmel uit de grond is gei'soleerd, is het bovendien de vraag of mogelijk 
een vergissing met Patella abundans (KARST.) SEAVER heeft plaats gevonden. Patella 
abundans is een saprofiet die op grond of stervende plantedelen kan sporuleren en 
daarbij op het oog zeer veel op Botrytis cinerea gelijkt. Ook hun sporen - 9 X 7 (i. -
komen in grootte overeen. P. abundans vormt echter op kers-agar apothecien (KEVOR-
KIAN, 1932) en is op een agarbodem onder meer van Botrytis cinerea te onderscheiden 
door de enorm snelle groei. Bovenstaande opmerking is gebaseerd op een eigen erva-
ring met Patella abundans in gestoomde potgrond en in gestoomde turfmolm. 
Proefondervindelijk is vastgesteld, dat sporen op gezond zaad gebracht, in gestoom-
de grond wel iets, in natuurlijke grond niets uitrichten (zie onder 5.3.2) en dat sporen 
op grond gebracht, waarin gezond zaad is gezaaid, in niet gestoomde grond geen aan-
tasting verwekken en in gestoomde grond hoogst zelden. 
Wanneer sporen op gezonde kiemplanten terecht komen, treedt evenmin een aan-
tasting op. De uitbreiding van de ziekte (zie onder 3.3.4) vindt op een andere wijze 
plaats. De resistentie van kiemplanten na een besmetting met sporen kan in de was-
laag gelegen zijn. Volgens FREDERIKSEN (1957) bezitten de planten al zeer spoedig na 
de opkomst een waslaag van 17 fig per cm2 oppervlak. De bladeren van tomaat bij 
voorbeeld zijn slechts met een hoeveelheid was van 4 [xg per cm2 bedekt (MARTIN, 
1958). Bovendien is bij een jong gewas van een micro-klimaat nog geen sprake en zijn 
de voorjaarstemperaturen in doorsnee te laag voor een redelijk snelle ontkieming van 
de sporen. 
Uit het bovenstaande blijkt dus, dat het zaad de enige belangrijke infectiebron is. 
Naarmate er meer gei'nfecteerde zaden in een partij voorkomen, treedt bij niet ont-
smetten van het zaad de ziekte sterker op. De resultaten die dit illustreren (tabel 5), 
zijn die van onbehandelde objecten uit een zaadontsmettingsproef op het veld. 











zaden per 2 m2 
number of seeds 





Percentage planten per 2 















*) berekend op aantal uitgezaaide zaden 
calculated ace. the number of seeds sown 
Table 5 Influence of the percentage of infected seeds on the incidence o/Botrytis 
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3.3.2 Lokalisatie van.de schimmel in het zaad 
Hoewel in oude literatuur wordt vermeld, dat Botrytis zich oppervlakkig in de zaad-
huid bevindt, leest men onder andere bij ANSELME (1956), dat de schimmel buiten op 
het zaad zit. Uit het volgende onderzoek blijkt dat het laatste niet juist is. 
Uit handcoupes van uitsluitend met Botrytis geinfecteerd zaad blijkt, datde schimmel 
voornamelijk oppervlakkig in de slijmepidermis gelokahseerd is en voor slechts een 
gering deel in de daaronder gelegen parenchymlaag. De te onderzoeken zaden zijn 
voor dit onderzoek eerst in water geweekt om de onderscheiden lagen van de zaad-
huid zichtbaar (RUEDIGER, 1942) en het zaad enigszins zacht te maken. Het mycelium 
is met katoenblauw in lactophenol gekleurd. Voor het maken van microtoomcoupes 
zijn de zaden in F.A.A. gefixeerd en zijn de coupes gekleurd met Harris' Haematoxy-
line of Flemming's triple stain. Deze behandelingen hebben echter tot gevolg dat een 
groot deel van de slijmepidermis verdwijnt, waardoor het mycelium moeilijk is aan te 
tonen. Het aantal schimmeldraden in de zaadhuid is maar klein. Hoe dunner de coupe 
des te klemer en onduidelijker de myceliumfragmenten zijn. Hoewel zaad is gebruikt 
dat - wat de parasieten betreft - uitsluitend met Botrytis is geinfecteerd, kunnen nog 
saprofieten oppervlakkig in de zaadhuid aanwezig zijn. Het leek daarom van belang 
om nadere gegevens over de lokalisatie van de schimmel te verkrijgen. 
A. Gezond zaad, dat kunstmatig met sporen van 14 dagen oude cultures is besmet 
en van nature geinfecteerd zaad zijn wel en niet met 32 ml 50% methanol per kg zaad 
behandeld en op schalen aardappel-glucose-agar uitgelegd. Het percentage zaden 
mVaZT^Z tUSSen Vm mtUre 8elnfeC,eerd ^ " * " * « * ^en besmet zaad. 
Zaadmonster en zaadbehandeling 
seed lot and seed treatment 
Gezond zaad 
healthy seed 
Gezond zaad + sporen 
healthy seed with spores 
Gezond zaad + sporen + methanol*) 
healthy seed + spores + methanol 
Van nature geinfecteerd zaad 
naturally infected seed 
Van nature geinfecteerd zaad + methanol *) 
naturally infected seed + methanol 
Percentage zaden met Botrytis 
bepaald volgens de Ulster-methode 








 dZ£eh3lfJ^th™1 per k ^ — 
aosase. 32 ml 50% methanol per kg of seed 
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waaruit Botrytis groeit, is in tabel 6 weergegeven. Hieruit blijkt, dat de natuurlijke 
aantasting niet bestaat uit een besmetting met sporen. 
B. Kunstmatig met sporen besmet zaad en zaad met een natuurlijke infectie gedra-
gen zich ook verschillend bij het gezondheidsonderzoek en na wel of niet ontsmet uit-
zaaien in wel of niet gestoomde grond (zie onder 5.3). 
Hoewel een besmetting van het zaad met sporen potentieel tot de mogelijkheden 
behoort, blijkt de aantasting van het handelszaad dus een myceliuminfectie van de 
zaadhuid te zijn. 
3.3.3 Wijze waarop de plant van het zaad uit wordt geinfecteerd 
Nadat het zaad in de grond is terecht gekomen, zwelt de slijmepidermis door opname 
van vocht, waarbij de schimmel van de latente in de aktieve toestand overgaat. 
Bereikt de schimmel de plant uiterhjk enige dagen voordat deze boven de grond komt, 
dan wordt hij voor de opkomst gedood (pre-emergence killing). De infectie vindt dan 
plaats op de grens van het hypocotyl en de kiemblaadjes, die nog door de zaadhuid 
worden omgeven. Geschiedt het binnendringen van de schimmel vlak voor de opkomst 
dan komt de plant weliswaar boven de grond, maar blijft klein, ontwikkelt zich niet 
verder en gaat spoedig dood. Afhankelijk van de vitaliteit van de schimmel in het 
zaad en van de uitwendige omstandigheden, in het bijzonder de toestand van de grond 
(zie onder 4.3.1), geeft een groter of kleiner deel van de aangetaste zaden een plant 
die normaal boven de grond komt en pas daarna basaal wordt aangetast. Het zaad-
huidje blijft als regel zeer oppervlakkig in de grond achter (zie onder 1.3) en is vaak 
tegen het ondergrondse deel van het hypocotyl geplakt. De schimmel dringt met de 
zaadhuid als voedselbron in de grond door. Dit gelukt slechts in zeer geringe mate en 
over een zeer korte afstand. Als het zaadhuidje toevallig op te grote afstand - een 
kwestie van millimeters - van de plant wordt afgeschoven, dan wordt deze niet aan-
getast. Wanneer het zaadhuidje aan de cotylen mee boven de grond wordt geheven, 
kan de schimmel over de zaadhuid heen naar het plantje groeien en deze aantasten. 
De eerste infectie vindt dan aan de top plaats. Dit gebeurt alleen onder extreem voch-
tige omstandigheden. In een kunstmatig vochtig gehouden kas treedt deze wijze van 
infectie nog wel eens op, op het veld is dit daarentegen slechts eenmaal waarge-
nomen. 
Een sporulatie van de schimmel op de bovengrondse delen wijst de verwekker aan. 
Wanneer een kiemplantje voor de opkomst al is gedood, ontwikkelt zich hieruit alleen 
bij gestoomde grond een massa sporendragers, die aan het oppervlak tussen de grond-
deeltjes zichtbaar is. Hetzelfde kan - ook alleen in gestoomde grond - plaatsvinden 
bij het in de grond achtergebleven zaadhuidje van een wel opgekomen plant; de laatst-
genoemde sporulatie kan al zichtbaar zijn voordat de plant is aangetast. Het boven-
genoemde is geheel in overeenstemming met de waarneming dat de schimmel in ge-
stoomde grond sneller en verder van de zaadhuid uit in de grond groeit dan bij niet 
gestoomde (natuurlijke) grond. 
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3.3.4 Verloop van de ziekte en ziektebeeld 
Kort na het binnendringen van de schimmel in de plant van de zaadhuid uit wordt 
daar ter plaatse een insnoering zichtbaar (plaat Via). Wanneer de infectie voor de 
opkomst van de plant plaats heeft, groeit de schimmel door de gehele plant heen. De 
weefsels worden zacht en vallen in. Wanneer de infectie pas na de opkomst tot stand 
komt, blijft de schimmelgroei in de plant beperkt tot dat deel van het hypocotyl ter 
hoogte van het grondoppervlak. Het aangetaste deel is vaak roodbruin verkleurd, 
soms alleen glazig van uiterlijk. Uit coupes van aangetaste delen is gebleken, dat de 
insnoering bij een jonge kiemplant al zichtbaar wordt als het mycelium het stengeldeel 
nog niet heeft doorgroeid, maar de stoffen die de zojuist binnengedrongen hyfe produ-
ceert, nog slechts de weg daarvoor hebben bereid. Kort daarop vindt men in de geheel 
gedesorganiseerde laag schorscellen veel mycelium, waarna ook - hoewel in mindere 
mate - dieper gelegen weefsels zowel inter- als intracellulair kunnen worden aan-
getast. 
Als gevolg van de insnoering valt een kiemplant onmiddellijk om. Bij hoge relatieve 
luchtvochtigheid gaat de schimmel dan spoedig op de plant ter hoogte van het 
grondoppervlak sporuleren. 
Naast deze symptomen verschijnen op de kiembladeren en op de gewone bladeren 
meestal typische donker gekleurde vlekjes (plaat Via en VII). Soms zijn het streepjes 
op en langs de nerven. Zij ontstaan pas nadat de insnoering is gevormd en alleen dan, 
wanneer de relatieve luchtvochtigheid laag is. In een vochtige kas treden zij niet op, in 
een drogere kas soms en op het veld regelmatig. Dit duidt erop, dat het verschijnsel 
verband houdt met de insnoering die door Botrytis wordt veroorzaakt en het gevolg is 
van een sterke verdamping door en een verminderd transport van water in de plant. 
Mogehjk spelen ook toxische stofwisselingsprodukten een rol. Bij lage luchtvochtig-
heid met zonneschijn wordt een aangetaste kiemplant zeer spoedig bruin en dor. 
Naderhand kan de afstervende plant boven de insnoering door Botrytis worden 
gekolomseerd, als gevolg van een besmetting met sporen. Deze sporen zullen voor-
namehjk van de basale fructificatie afkomstig zijn, omdat deze besmettingsbron de 
dicntstbijzijnde is. Gezonde jonge planten ondervinden geen hinder van een dergelijke 
besmetting met sporen. In het bovenstaande is het woord koloniseren gebruikt, omdat 
het een nieuwe vestiging van buiten af in afstervend weefsel betreft. Wanneer het 
ZT^l™1 C ° t y l e n b0VCn d e g r o n d w o r d t geheven> k a * de schimmel over de 
l a t u l heen 8 K T e n het plantje aantasten-Het s y m P t o o m is daQ in de eerste 
M h e t ^ 2 r U m V e r k k U 1 e i n S n ° e r i D g v a n h e t hyP°cotyl vlak onder de kiemblaadjes. 
^^T^ff^^ 2 3 a d ° P V ° C h t l g filtreerPaPier treedt dit verschijnsel 
teSL?J f ^ k U n n C n M e r m e t t i j d i g a a n h e t s u b s^aat worden afgeschoven, 
S S « 7S£*£" dC ***>*«**" voldoende is voor infectie. 
b S f a a T a ^ *° ^ p I a n t i s ^oloniseerd, groeit mycelium uit de primaire, 
e ^ t r a f s t a n d ^ f * ^ * CQ OVer d e ^n± ™ geschiedt uiteraard weer over 
korte afstand, met hetzelfde verschil tussen gestoomde en natuurhjke grond. Het 
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over het grondoppervlak groeien is met het blote oog slechts zichtbaar bij een zeer 
hoge relatieve luchtvochtigheid. Deze uitbreiding kan ook plaatsvinden van een 
plantje uit dat voor de opkomst te gronde is gegaan. Omdat de planten in de rij dicht 
op elkaar staan, is het mogelijk dat het mycelium een buurplant bereikt en deze op of 
even onder het grondoppervlak aantast. Het verloop van de ziekte bij een dergelijke 
plant is weer hetzelfde als boven beschreven. Op deze wijze gaat Botrytis van plant naar 
plant en vallen rijtjes planten weg. Deze uitbreiding kan onder omstandigheden die 
voor het optreden van de ziekte gunstig zijn, zeer snel gaan. Staan de buurplanten van 
een aangetaste plant op een zodanige afstand dat de schimmel niet in staat is hen te 
bereiken, dan kan deze afstand worden overbrugd als de zieke plant in de richting van 
de rij omvalt. Vergeleken met de groei van de basale aantasting uit wordt hierbij een 
grotere afstand bestreken, maar deze wijze van uitbreiden gaat langzaam in vergelij-
king met de eerder genoemde. 
Ten slotte is er nog een derde wijze van uitbreiden, namelijk door direct kontakt 
tussen een gezonde en een aangetaste plant. Daar de vochtigheid hiervoor aanhoudend 
zeer hoog moet zijn, treedt dit in het veld sporadisch op. 
De planten worden gedurende de uitbreiding van de ziekte steeds ouder en dus langer 
en forser. Terwijl kiemplanten na aantasting onmiddellijk omvallen, blijven oudere 
planten als gevolg van de diktegroei langer rechtop staan (plaat VI b). 
Het binnendringen van de schimmel in de plant zal gaandeweg als gevolg van de 
dikkere cuticula (AINSWORTH, OYLER en READ, 1938) moeizamer plaats vinden. De 
groei van de schimmel in de plant zal volgens de resultaten van het onderzoek van 
FERNANDO en STEVENSON (1952) door het lagere vochtgehalte in verhouding tot dat 
van de kiemplant en de veel grotere intercellulaire ruimten van de schors ook steeds 
minder worden. Dit heeft tot gevolg dat, als de jonge plant op het veld ongeveer een 
hoogte van 10 cm heeft bereikt, de sterkste uitbreiding van de ziekte voorbij is. Ten 
slotte heeft de Stengel een zodanige diameter bereikt - de schors neemt nog maar een 
zeer klein deel daarvan in - dat de schimmel nog wel binnendringt, maar niet sporu-
leert en spoedig afsterft. In dit geval wordt slechts een roodbruine verkleuring van het 
ondergrondse deel van het hypocotyl waargenomen. Deze verkleuring is echter niet 
specifiek voor een aantasting door Botrytis. In percelen vlas waar in het geheel geen 
grauwe schimmel is opgetreden, zijn dergelijke verkleuringen ook te zien. Soms is het 
een beginnende aantasting van Phoma of Ascochyta spp., dikwijls is de oorzaak niet 
vast te stellen. Voor de groei van de plant heeft deze tijdelijke, oppervlakkige aan-
tasting door Botrytis in het geheel geengevolgen meer.Toch kunnen naderhand nog 
vrij oude planten als gevolg van de jeugdaantasting door Botrytis dood gaan. Wanneer 
aangetaste planten boven de plaats van infectie wortels vormen, gaan zij pas te gronde 
wanneer de wateropname de verdamping niet meer kan bijhouden. Het oorspronkelijk 
aangetaste deel met de penwortel is dan reeds eerder meer of minder in rotting over-
gegaan. 
Bij een zeer laat aangetaste plant groeit de schimmel in de schors soms zo langzaam, 
dat het vrij lang duurt voordat deze aantasting noodlottig wordt. Deze ogenschijnlijk 
late aantastingen komen weinig voor. 
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De haardjes van zieke planten, die op de hiervoor beschreven wijze zijn ontstaan, 
geven aan het gevvas een holle stand. De overgebleven planten groeien grover naar-
mate de stand holler is. Het aantal weggevallen planten moet evenwel vrij groot zijn, 
voordat dit met het blote oog zichtbaar is. 
Bij de uitbreiding van de ziekte in het jeugdstadium van de plant spelen de sporen van 
Botrytis zoals gezegd geen directe rol. Vandaar dat de ziekte niet van de ene rij op de 
daarnaast gelegen rij overgaat. Hebben de planten om een haardje echter van vlas-
brand (Pythium megalacanthum DE BARYJ te lijden, dan kan een besmetting met 
Botrytis-sporen een aantasting op de bovengrondse delen ten gevolge hebben. In de 
praktijk is waargenomen, dat een 'brandplek' op deze wijze een door Botrytis aan-
getaste plek kan worden. Deze wijze van infectie is aan de hand van de symptomen 
duidelijk van een aantasting van het zaad uit te onderscheiden, doordat deze secun-
daire infectie zich alleen op de bovengrondse delen manifesteert. 
3.4 De aantasting van de oudere plant 
3.4.1 Infectiebronnen 
Uit het verloop van de jeugdaantasting blijkt, dat alleen sporen een potentiele 
infectiebron vormen. In alle gevallen komen zij via de lucht op de vlasplanten terecht. 
Voor de aantasting van de oudere plant komen in aanmerking zowel de sporen op de 
jeugdfase als sporen van andere bronnen. 
Wat het laatste betreft is uit veldwaarnemingen gebleken, dat een vlasgewas omstreeks 
de bloe! en daarna zwaar ziek kan zijn, terwijl in het jeugdstadium van de planten geen 
Botrytis is waargenomen. Ook een reeds geruime tijd legerend gewas wordt vaak aan-
ge ast zander dat Botrytis in het jeugdstadium werd gesignaleerd. In een dergelijk ge-
k l m ° , 7 ^ ^ d d e r S a f k°m s t iS ziJQ- D a a r Botrytis een veel voor-
b l o Z a T m ^ ZTiS- "f Cen 8CWaS r e 8 d m a t i g a a n e e n b e s m^t ing met sporen 
rlten di i'n , ^ ^ T & ^ ** *«**»* ™ P r o e v e n * * sporenvangappa-
W ^ 1 37^ r " I Z i ; ° n d e r 1 1 } ^ V e r m d d - D e SP°™ "unnen volgens 
Z K Z M 1 " D /J :Jaha ^ - ^  dan een maand °P het blad kiem 
onder L r °^and l gheden bepalen of een aantasting plaats heeft (zie 
v I ^ p t V o m X H 8 r e l ? ^ J e U g d s t a d i u m - - het oudere groeistadium 
Zd*S^^^er\1' meCStal ^  duideUjk Wat het effect is van de 
d l ^ ^ Z Z j ^ Z t rCUlUm ^ a Q d e r e b r o n n e n - Z e e r waarschijnlijk 
^ ^ S m ^ ^ J I ^langrijkste. In het jaar 1956 is echter op het veld 
houd t^t :^z^™t^stinsiwaarbij de sporuiatie ian§ aan-
doen ontstaan die de noodzaM ketfc v w f ^ " * b a S a l e a a n t a s t i n g k a n 
Ook is dit bij W LnTehrdt 7 ^ de tWee fasen van de ziekte vormt-
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Ten slotte kan een gewas omstreeks de bloei en daarna volkomen gezond zijn, terwijl 
in net jeugdstadium van de planten Botrytis duidelijk aanwezig is geweest. 
Er bestaat dus lang niet altijd een verband tussen de jeugdaantasting en de aantasting 
van de oudere plant. Doorgaans is de herkomst van het inoculum niet precies vast te 
stellen, daar luchtstromingen altijd sporen kunnen meevoeren. Het blijkt, dat deze 
sporen alleen een infectie veroorzaken, wanneer het gewas vrij lang nat blijft, hetgeen 
bij een reeds gedurende lange tijd legerend gewas het geval is. Een staand, niet te dicht 
gewas wordt slechts sporadisch en alleen gedurende een langdurige vochtige periode 
aangetast. 
Ook onkruiden (p.a. witte krodde, melde) kunnen Botrytis herbergen. Bij onkruiden 
in vlaspercelen is dit alleen waargenomen, als het vlas zelf - bij voorbeeld van het 
zaad uit - geiinfecteerd was. In dit geval werden de onkruiden pas gedurende de groei 
onder in het gewas ziek. Hieruit blijkt, dat ook zij een schakel kunnen vormen tussen 
de jeugdaantasting en de aantasting van de oudere plant. Onkruidvrij land is dus 
gewenst. Ten slotte mag worden opgemerkt, dat vlasland uit het oogpunt van vlas-
cultuur en vlasbewerking reeds vrij van onkruid dient te zijn. 
3.4.2 Wijze waarop de oudere plant wordt geiinfecteerd, verloop van de 
ziekte en ziektebeeld 
De kiemblaadjes van de vlasplant vergelen en verdorren doorgaans pas, wanneer de 
jeugdaantasting bijna is afgelopen, dat wil zeggen, wanneer de uitbreiding van de 
ziekte van plant naar plant vrijwel is geeindigd. De sporen die op deze planten zijn 
gevormd, kunnen deze afstervende kiemblaadjes besmetten en aanleiding geven tot 
een infectie. Hiervoor moeten op het juiste tijdstip een voldoend aantal vitale sporen 
aanwezig zijn. Dit is alleen mogelijk, als de jeugdaantasting lang genoeg doorzet. 
Wanneer het afstervende kiemblad geiinfecteerd is, dringt het mycelium de levende 
Stengel binnen. Een stengelaantasting is hiervan het gevolg, waarbij de schimmel slechts 
een deel van de stengel boven en onder de invalspoort doorwoekert. Het deel van de 
plant boven de aantasting gaat dood. In dit gedeelte kan de schimmel door middel 
van sporen in meer of mindere mate koloniseren. Merkwaardig is, dat Botrytis de 
gezonde planten, die op dat ogenblik krachtig groeien, alleen dan kan binnendringen, 
wanneer dood blad aanwezig is. Wanneer in de kas met geetioleerde planten wordt 
gewerkt, zijn deze ongeacht hun ouderdom wel te infecteren. Zijn de planten met 
geetioleerd, dan liggen de mogelijkheden voor infectie gelijk aan die op het veld. 
Bovengenoemde planten met een basale aantasting zijn in het algemeen slechts spo-
radisch aanwezig en alleen dan wanneer een langdurige jeugdaantasting heeft plaats 
gehad. Zij staan alleen en verspreid over het perceel, maar zijn toch belangnjk voor 
het voortbestaan van de ziekte, doordat zij de schakel kunnen vormen tussen de jeugd-
aantasting en de aantasting die vanaf de bloei optreedt. 
Enkele waarnemingen in het veld wijzen erop dat een directe infectie van een krach-
tig groeiende plant via een okselknop kan plaatsvinden. 
Eerst vanaf de bloei blijkt de schimmel de plant gemakkelijk te kunnen infecteren, 
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mite de omstandigheden daartoe gunstig zijn. Het gewas wordt aangetast onafhan-
kelijk van het al of niet aanwezig zijn van Botrytis in de tussenfase. De oorzaak hiervan 
is niet gemakkelijk vast te stellen, maar waarschijnlijk berust het verschijnsel op fy-
siologische en morfologische veranderingen in de plant na de bloei en naderhand 
tevens op de aanwezigheid van afstervende plantedelen. 
Volgens HOUSTON (1940) kunnen de kroonblaadjes die tussen de kelk en het vrucht-
beginsel blijven hangen of die afvallen en ergens op een blad of Stengel blijven kleven, 
de aanleiding van een aantasting zijn. De schimmel zou eerst in een dergelijk kroon-
blaadje koloniseren en daarna pas de plant binnendringen. Bij het eigen onderzoek is 
dit bij vlas op het veld niet waargenomen, bij erwten daarentegen regelmatig In elk 
geval kan de ziekte van de bloei af steeds sterker om zich heen grijpen, waarbij nieuw 
inoculum wordt gevormd. 
Aangetaste plantedelen hebben een lichtbruine kleur en vertonen onder vochtige 
omstandigheden een welige sporulatie van de schimmel. Bij de Stengel omvat de aan-
tasting de gehele omtrek. Wanneer de plant vrij ver is afgerijpt, is de kleur daar ter 
plaatse zeer hcht, alsof het weefsel is gebleekt. De Stengel is op de plaats van aantas-
tog bros en de vezels zijn minder sterk. Boven een zieke plek sterft de Stengel af. 
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tonen. Vaak fructificeert de schimmel ook op de steeltjes vlak 
onder de zaadbol. Dit zou erop kunnen wijzen, dat de infectiehyfen aan de basis van 
de kelkblaadjes de plant binnendringen. Bovendien is de ruimte tussen kelkblad en 
zaadbol de meest gunstige plaats voor de ontkiemende sporen, omdat water daar het 
langst aanwezig blijft. 
Gezien de in het algemeen relatief geringe aantasting van de zaadbollen v66r het 
plukken, krijgt men de indruk datde sterkste infectievan de zaden veelal pas na het 
plukken plaats heeft. Dit is slechts met een waarneming te staven. Op het proef- en 
controlebedrijf van de N.A.K. nabij Emmeloord werd in 1957 tijdens het plukken van 
een perceel Wiera in zeer veel bossen een aantasting door Botrytis gevonden. Het 
gewas had voordien van de schimmel weinig of niet te lijden gehad. Het had een hoge 
ondervrucht van lucerne, waarvan de toppen deels in de bossen terecht kwamen. Dit 
zal op het drogen van de bossen zeker een nadelige invloed hebben gehad. Hoewel 
het veldgewas tijdens het machinaal plukken droog was, waren de vrij dikke, machi-
naal gebonden bossen van binnen al spoedig klam. Een aantal bossen zijn toen in de 
kas gedroogd, terwijl een tweede aantal is gemerkt en tot het binnenhalen van de 
oogst op het land achtereenvolgens in het hok en de schelf zijn gebleven. In de bossen 
bleek de schimmel - zowel in de hokken als in de schelven - sterk op aangetaste 
stengeldelen en ook wel op zaadbollen te sporuleren, terwijl er gaandeweg nieuwe in-
fecties bij kwamen. De aantasting van het zaad van de in de kas gedroogde bossen en 
die welke normaal op het veld hadden gestaan bleek respectievelijk 17% en 51 % te 
zijn. Hieruit blijkt dus duidelijk dat na het trekken de infectie van het zaad zich sterk 
kan uitbreiden. LAFFERTY en PETHYBRIDGE vermelden in 1920 al een aantasting van 
Botrytis op vlas dat getrokken en in bossen was gebonden, waarbij volgens hen zowel 
sporen als sclerotien op Stengels, bladeren en zaadbollen voorkwamen. MUSKETT en 
COLHOUN (1947) en MCKAY (1947) bevestigen een dergelijk optreden van de schim-
mel. Ten slotte kan nog de waarneming van FRIEDERICH (1962) worden vermeld, dat 
het zaad van te vroeg getrokken vlas sterker is geinfecteerd dan wanneer het later is 
geplukt. De oorzaak hiervan moet worden gezocht in een hoog vochtgehalte van het 
gewas dat na het trekken het optreden van Botrytis begunstigt. 
Bij de bovengenoemde late infectie van het zaad dringt de schimmel pas binnen 
wanneer de ontwikkeling van de generatieve delen al is voltooid. De infectie heeft dan 
geen nadelige invloed op de vorming van het zaad, terwijl de schimmel vermoedelijk 
erg oppervlakkig in de zaadhuid is gelokaliseerd. Dit is in Nederland meestal het 
geval, hoewel uit het volgende blijkt dat het in bepaalde jaren ook anders kan zijn. 
Op het R.P.v.Z. te Wageningen ondervond men in het algemeen bij de bepaling van 
de kiemkracht op de 'energie-dag' (na 3 dagen) weinig hinder van het optreden van 
Botrytis. Met het zaad van oogst 1957 was dit onverwachts echter wel het geval 
(mondelinge mededeling). Daarnaast blijkt uit de analyse van vier willekeurige mon-
sters van dit oogstjaar (tabel 7), dat de kiemenergie, de kiemkracht en het duizend-
korrelgewicht stijgen bij een dalend percentage geinfecteerde zaden. Aangezien 
Botrytis hier bij de sterkst geinfecteerde partijen dus wel invloed op de vorming van 
het zaad heeft gehad, is het waarschijnlijk dat de infectie reeds tijdens de ontwikkeling 
van het zaad heeft plaats gevonden en als gevolg daarvan ook minder oppervlakkig 
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Tabel 7 Het percentage aangetaste zaden en enkele karakteristieken van lijnzaad (Bepalingen uitge-
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*) omgerekend op eenzelfde vochtgehalte 
converted to the same moisture content 
Table 7 Percentage of infected seeds and some characteristics of linseed (Determinations carried out 
by the R.P.V.Z. at Wageningen) 
in de zaadhuid is doorgedrongen. Het feit dat de resultaten van de zaadontsmettings-
proeven met zaad van oogst 1957 in vergelijking met die van voorgaande jaren anders 
uitvielen (zie onder 6.5.2.), zou hierop kunnen wijzen. 
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4 Milieufactoren en het optreden van de grauwe schimmel 
4.1 Inleiding en literatuur 
Zoals in hoofdstuk 3 is vermeld, is de infectiebron voor de jeugdfase het geinfec-
teerde zaad. Aan het infectieniveau van het zaad heeft men een goede maatstaf voor 
de hoeveelheid infectiemateriaal dat bij het zaaien aanwezig is. Of en in welkematede 
ziekte zal optreden en zich zal verbreiden hangt af van de uitwendige omstandigheden. 
Mutatis mutandis geldt dit ook voor de aantasting van de oudere plant. Hoewel de 
grootte van de infectiebron van dag tot dag en van jaar tot jaar vrij belangrijk zalver-
schillen zijn het ook hier - het Week reeds in hoofdstuk 3 - de mileufacturen die de 
mate en de hevigheid van de aantasting bepalen. 
In het volgende wordt eerst de literatuur vermeld en daarna wordt een aantal van 
de factoren die zich voor onderzoek lenen, voor beide fasen van de ziekte afzonderlijk 
besproken. 
Over de invloed van de milieufactoren worden in de literatuur weinig concrete ge-
gevens vermeld. De meeste gegevens hebben betrekking op waarnemingen te velde, 
waarbij complexen van factoren in het spel zijn. Zij zijn dus meer constaterend dan 
analyserend.Zij hebben voornamelijk betrekking op de aantasting van de oudere plant 
omdat de bijzondere wijze van verspreiden van de ziekte tijdens de jeugdfase niet 
bekend was. 
Over de invloed van de grond op de aantasting door Botrytis wordt in de literatuur 
over vlasziekten weinig vermeld. Volgens JAHNEL (1939) zou een zeer lage pH van de 
grond de aantasting bevorderen. 
Wei wordt dikwijls vermeld, dat vochtig stil warm weer het optreden van de grauwe 
schimmel begunstigt (SCHILLING, 1928; MUSKETT en COLHOUN, 1947). Dit staat in 
verband met de optimale omstandigheden voor de ontkieming van de sporen en voor 
de infectie; het betreft hier dus de aantasting van de oudere plant. MCKAY (1947) 
heeft waargenomen, dat de ziekte vooral op vochtige beschaduwde plaatsen optreedt. 
WESTERDIJK schreef reeds in 1918, dat regen tijdens het boven de grond komen van de 
jonge vlasplanten het optreden van de grauwe schimmel in de hand werkt. VAN 
POETEREN (1922) vermeldt een vrij veel voorkomende, plaatselijk hevige aantasting in 
1921, zowel van het jonge als van het volgroeide gewas. Hij veronderstelt, dat dit het 
gevolg moet zijn van de voorafgaande droogte, waardoor het vlas minder resistent 
zou worden. Dit is niet in overeenstemming met de waarneming van JOHANSEN (1943) 
dat vlas juist ten gevolge van regen na een droge periode door een stengelaantasting 
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heengroeit. Vermeldenswaard is ook de bewering van ANSELME (1956) dat afwisselend 
droog en vochtig weer de aantasting door Botrytis zou begunstigen, omdat de sporen 
het beste bij vochtig weer ontstaan, terwijl de verspreiding daarvan beter bij droog 
weer plaats heeft. 
Verder wordt vaak in de literatuur opgegeven, dat een zeer dichte stand van het gewas 
het optreden van de grauwe schimmel bevordert (MCKAY, 1947); hierdoor zou het 
micro-klimaat voor de schimmel gunstig worden. 
Ten slotte mag niet onvermeld blijven, dat percelen vlas die sterk door de wants 
Calocorus bipunctatus zijn aangetast, volgens PETHYBRiDGEen LAFFERTY (1921) daarna 
gemakkelijk aan Botrytis ten offer vallen. SCHILLING (1928) vermeldt hetzelfde ten 
gevolge van een aantasting door thripsen in het jaar 1926, hoewel hij na vraat van 
aardvlooien een hevig optreden van Botrytis niet heeft waargenomen. Dergelijke 
waarnemingen zijn in Nederland niet gedaan, zodat hier verder niet op wordt inge-
gaan. 
4.2 Materiaal en methodiek 
In de periode waarin de proeven die in dit hoofdstuk ter sprake komen zijn uitge-
voerd, was de invloed van de wijze van bewaren van het zaad op de vitaliteit van de 
schimmel (zie onder 5.3.1) nog niet geheel bekend. Daarom zullen de aangegeven 
percentages niet steeds geheel juist zijn. De hier geciteerde proeven verliezen er echter 
niet door aan waarde. Het percentage aangetaste zaden van de gebruikte monsters 
varieerde meestal tussen 20% en 30%, terwijl het zaad een goede kiemkracht had. 
Als grond is steeds een mengsel van gelijke delen gezeefde rivierklei - van het proef-
terrein van het Laboratorium voor Fytopathologie afkomstig - en gestoomde pot-
grond gebruikt. Het mengsel is, waar van natuurlijke of niet gestoomde grond gespro-
ken wordt, als zodanig gebruikt. In alle andere gevallen is het gestoomd. Het stomen 
heeft meestal gedurende een uur bij 110°C plaats gevonden. Deze klei bevattende 
grond blijft voldoende lang vochtig, zodat niet overmatig veel gegoten behoeft te 
worden. Bovendien is het gebruik van een dergelijke grond gewenst, omdat het vlas 
tegenwoordig voornamelijk op de kleigronden wordt verbouwd. 
Bij de proeven, die in dit hoofdstuk worden besproken, is het zaad - mits niet anders 
vermeld - op rijen gezaaid en in dezelfde hoeveelheid als in hoofdstuk 3 is aangege-
ven. Bij breedwerpig zaaien zijn de zaden op een vlak grondoppervlak in van te voren 
gemarkeerde kuiltjes gelegd, waarna er een laagje grond van 1 cm dikte is opgebracht. 
Zaadhuidjes die tijdens de opkomst van de planten aan de kiemblaadjes boven de 
grond dreigden te worden geheven, zijn met een pincet tijdig van de kiemblaadjes af-
geschoven. 
Voor de temperatuur waarbij de proeven zijn genomen en voor de plantenbestra-
hng geldt hetzelfde als hierover in hoofdstuk 3 is gezegd. 
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4.3 De jeugdaantasting 
4.3.1 Invloed van de grond 
Zoals in hoofdstuk 3 is vermeld, speelt de jeugdfase van de ziekte zich in het bovenste 
laagje van de bouwvoor af, zodat in de eerste plaats edafische factoren zullen bepalen 
in welke mate de ziekte optreedt. Natuurlijk hebben klimatologische factoren wel eeh 
grote invloed op de omstandigheden in de grond. 
De vochtigheid van het bovenste grondlaagje. Op grond van het bovenstaande zal wat 
de bodemvochtigheid betreft in het bijzonder die van de bovenste 1 tot 2 cm een van 
de belangrijke milieufactoren vormen. Om dit aan te tonen is de volgende proef ge-
nomen. Deze bestond uit vier objekten, namelijk de bovenlaag uitdrogend en blijvend 
vochtig, beide met gestoomde en niet gestoomde grond. Ieder object bestond uit vier 
kistjes met 100 zaden met een infectiegraad van 23 %. De uitdrogende bovenlaag werd 
verkregen door na het zaaien niet meer te gieten, terwijl de wortels al spoedig lang 
genoeg waren om na het droger worden van het bovenste laagje - licht gekleurd door 
gering watergehalte - voldoende water uit de ondergrond te krijgen, doordat de kist-
jes in een platte bak met water stonden. 
Uit tellingen van de zieke planten (fig. 3) blijkt, dat de ziekte zich vanaf 24 dagen na 
het zaaien vrijwel niet meer uitbreidt en dat een vochtige bovenlaag van de grond 
het optreden van de ziekte begunstigt. Er zijn hier wat het vochtgehalte betreft twee 
uitersten genomen, omdat dit alleen is te verwezenlijken. Het is in dit verband met het 
droog worden van de bovenlaag al vrij lastig deze proef op dezelfde wijze te herhalen. 
Nochtans is dit experiment viermaal uitgevoerd, waarbij vrijwel dezelfde resultaten 
zijn verkregen. 
Fig. 3 Invloed van het vochtgehalte van de toplaag en van het stomen van de grond op het percentage 
zieke planten voor en nd de opkomst. Per object 400 zaden, infectieniveau van het zaad ca. 23% 
%zieke planten 




60 dagen na het zaaien 
days after sowing 
1. gestoomde grond 
steamed soil 
2. niet-gestoomde grond 
unsteamed soil 
V vochtige toplaag 
wet top layer 
D droge toplaag 
dry top layer 
pig- 3 Influence of the moisture content of the top layer and of steaming of the soil on the percentage 
°fPre- and post-emergence diseased plants. Per treatment 400 seeds, infection level of the seed about IS /„ 
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Van 31 dagen na net zaaien af zijn alle behandelingen in gelijke mate begoten. Alleen 
in het geval van gestoomde grond met droge bovenlaag heeft daarna nog een her-
nieuwde uitbarsting van de ziekte plaats. Bij niet gestoomde grond met een droge 
bovenlaag valt in deze proef geen plant meer weg, bij het herhalen hiervan slechts een 
enkele. 
De waarneming van WESTERDIJK (1918) dat regen tijdens het opkomen van het vlas 
de aantasting begunstigt, is dus juist. Een aanhoudend hoog vochtgehalte van de 
grond ontstaat door een veelvuldig optredende neerslag. Ook uit de resultaten van de 
zaaitijdenproef van 1956 blijkt duidelijk dat de planten van de tweede zaaitijd (26 
maart) door de vele neerslag tijdens de opkomst (van 12 april af) sterker door de 
schimmel zijn aangetast dan die van de eerste zaaitijd (16 maart, opkomst van 29 
maart af). Ook in de eerste decade van juni is er regelmatig vrij veel regen gevallen, 
maar deze kwam te laat om onder de planten van de zevende zaaitijd (19 mei) nog een 
opvallend sterke aantasting te verwekken. Wanneer het bovenste laagje van natuur-
lijke grond, bijv. door bestraling van de zon, langdurig droog is, breidt de ziekte zich 
niet uit en overleeft de schimmel deze periode niet of nauwelijks. Uit sterk geinfec-
teerd zaad kan dan een vrij gezond gewas groeien. Dit is uit zaaitijdenproeven en uit 
een zaadbehandelingsproef in het droge jaar 1959 (zie einde van 5.3.1) duidelijk ge-
bleken. 
Temperatuur van de grond. Naast de vochtigheid is ook de temperatuur van de grond 
van belang. Hoe lager deze is des te langer duurt het voordat de planten boven de 
grond komen. Bij 20 °C duurt dit bij 1 cm diep zaaien ten naaste bij 3 dagen, bij 
15 °C 5 dagen, bij 10 °C 10 dagen en bij 5°C 27 dagen. Een dergelijke vertraging van 
de groei door lage temperaturen geldt ook na de opkomst van de planten. Daar 
Botrytis bij lage temperaturen nog vrij goed groeit (zie fig. 2) kan worden verwacht 
dat het aantal zieke planten na het op rijen zaaien van geinfecteerd zaad bij lage tem-
peratuur groter is dan bij hoge temperatuur. Naar aanleiding van een onderzoek met 
erwten door KERLING (1952) leek het ook gewenst om te weten welke invloed tempera-
turen onder nul op het optreden van de grauwe schimmel bij vlas hebben. 
Om dit na te gaan zijn een aantal kasproeven genomen waarbij geinfecteerd zaad in 
wel en met gestoomde grond bij verschillende temperaturen in rijen is uitgezaaid en 
waann ook een koude behandeling is opgenomen. De resultaten zijn in de tabellen 8 
en 9 weergegeven. In deze tabellen zijn weliswaar deluchttemperaturenvermeld,maar 
uit enkele steekproeven bleek, dat de grondtemperaturen onder de proefomstandig-
heden hier zeer dichtbij lagen. Noodgedwongen hebben de potten van de proef waar-
over in tabel 9 wordt gesproken, slechts tot het begin van de opkomst van de planten 
by de aangegeven temperaturen gestaan; daarna zijn zij alien bij 20°C gezet. 
J a i n T< T m t a b d 8 k r i j 8 t m e t i n d e r d a a d d e aanwiJz i*S dat het aantal zieke 
S i ^ . l J ' * 6 ^ zaad> WJ lage temperatuur groter is dan bij hoge 
Z Z n Z ( V e ; g e h j k k b e " e l i n g 1. 3 en 5 of 2, 4 en 6). Een moeilijkheid bi deze 
fehlden Z ™Tff ^ * V e r s c h i « e temperaturen op eenzelfde niveau 
te houden. Dit is met geheel gelukt, zodat hier slechts een aanwijzing is verkregen. 
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Dat hier - in tegenstelling tot de onder 3.3.1. vermelde resultaten - geen duidelijke 
verschillen tussen gestoomde en niet gestoomde grond bestaan, zal later worden ver-
klaard. 
Tabel 8 Invloed van de temperatuur op het percentage zieke planten v66r en nd de opkomst. Per object 
400 zaden, infectieniveau van het zaad ca. 20 % 
% % zieke (Botrytis) planten % 
Behandeling opgekomen % diseased plants overgebleven 
planten gezondepl. 
treatment % 10 14 20 26 46 % 
of plants dagen na het zaaien of healthy 
emerged days after sowing plants left 
1. 20 °C, gestoomde grond 86 11,3 18,8 24,0 25,5 27,5 58,5 
steamed soil 
2. 20°C, niet gest. grond 92 12,3 18,8 21,3 23,0 24,3 67,7 
unsteamed soil 
3. 15°C, gestoomde grond 86 12,8 19,8 25,3 25,8 60,2 
steamed soil 
4. 15 °C, niet gest. grond 87 7,3 17,3 21,8 22,5 64,5 
unsteamed soil 
5. 10°C, gestoomde grond 81 23,0 40,8 46,0 35,0 
steamed soil 
6. 10°C, niet gest. grond 79 22,8 38,5 46,0 32,5 
unsteamed soil 
Van het grondmengsel rivierklei/gestoomde potgrond (1/1) is de klei in droog gevroren toestand 
van het veld gehaald 
The clay of the river-claylsteamed garden soil mixture (111) was removed from the field in dry, 
frozen state 
Table 8 Influence of the temperature on the percentage of pre- and post-emergence diseased plants. 
Per treatment 400 seeds, infection level of the seed about 20 % 
Volgens de resultaten in tabel 9 is de aantasting v66r de opkomst destesterkernaar-
mate de temperatuur lager is. De uitkomsten van bovengenoemde proef worden dus 
bevestigd. De koudebehandeling van 3J uur per dag bij -3°C heeft weinig of geen 
invloed op de aantasting. Na ontsmetten van het zaad met thiram wordt de opkomst, 
vooral bij lage temperaturen aanzienlijk beter en is de aantasting v66r de opkomst 
waarschijnlijk nihil. De daling van het percentage zieke planten nd het opkomen van 
niet ontsmet zaad bij dalende temperatuur gedurende de kieming, is een gevolg van 
een steeds ruimer worden van de stand van de planten door de aantasting v66r de 
opkomst (zie onder 4.3.3). Dat de percentages zieke planten na de opkomst van ont-
smet zaad geen bepaalde tendens vertonen was te verwachten, aangezien de planten 
bij eenzelfde temperatuur hebben gestaan. 
Bovengenoemde resultaten zijn bevestigd door de uitkomsten van zaaitijdenproeven. 
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Uit deze proeven is naar voren gekomen dat, naarmate de temperatuur in de loop van 
het seizoen toeneemt, het aantal zieke planten voor en na de opkomst kleiner wordt. 
Met de temperatuur is evenwel verweven de daling van de vitaliteit van de schimmel 
in het zaad gedurende de periode van zaaien (zie onder 5.3.1) en helaas is deze niet 
steeds vlak voor elke zaaitijd bepaald. Temperaturen onder nul begunstigen de aan-
Tabel 9 Invloed van de temperatuur op het optreden van Botrytis. Per object 250 zaden in gestoomde 
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Table ^Influence of the temperature on the incidence of Botrytis. Per treatment 250 seeds sown in 
steamed soil, infection level of the seed about 30% 
tasting niet. Wei kunnen soms onmiddellijk na een nachtvorst ineens vrij veel planten 
als gevolg van Botrytis omvallen. Deze zieke planten zouden als er geen nachtvorst 
zou zyn opgetreden, gedeeltelijk pas bij een volgende telling als ziek zijn aangemerkt. 
Door een beginnende aantasting hebben zij de koude niet overleefd. 
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Biotische bodemfactoren. Uit tabel 4 en fig. 3 en 4 blijkt dat er een verschil bestaat 
wat betreft het verloop van de ziekte tussen wel en niet gestoomde grond. Het aantal 
aangetaste planten is vaak zowel voor als na de opkomst, soms alleen daarna, bij ge-
stoomde grond groter dan bij niet gestoomde. Hoewel door het stomen van de grond 
verschillende eigenschappen zich wijzigen ligt het voor de hand het effect van het sto-
men in dit geval geheel of grotendeels aan bodemorganismen toe te schrijven die door 
concurrentie en antagonisme de ontwikkeling van Botrytis remmen. Als gevolg hier-
van vermindert het aantal zieke planten. 
Dat het effect van het stomen niet duidelijk blijkt uit de zojuist besproken tempera-
tuur-proef (tabel 8) moet het gevolg zijn van het gebruik van grond die in droog ge-
vroren toestand uit de bovenste laag van het veld is gehaald. Men kan aannemen, dat 
in deze grond het microbiologische leven aanzienlijk is gedaald (zie SOULIDES en 
ALLISON, 1961; SEIFERT, 1961), zodat deze grond in ongestoomde toestand nietvSel 
verschilt van de gestoomde grond. 
Het bovengenoemde geldt zowel voor ontsmet als niet ontsmet geinfecteerd zaad, 
zij het, dat bij het gebruik van een redelijk goed fungicide het genoemde verschil tussen 
gestoomde en niet gestoomde grond alleen voor het aantal zieke planten na de op-
komst geldt (fig. 4). Proefondervindelijk is in de kas vastgesteld, dat de opkomst bij 
wel of niet ontsmet gezond zaad in gestoomde en niet gestoomde grond gelijk is. 
Fig. 4 Invloed van het stomen van de grond en van het ontsmetten van lijnzaad op het percentage zieke 
planten voor en na de opkomst. Per object 180 zaden, infectieniveau van het zaad ca. 30 % 
% zieke planten 
% plants diseased 
I O O T 
1. niet ontsmet zaad, gestoomde grond 
not disinfected seed, steamed soil 
2. niet ontsmet zaad, niet gestoomde grond 
not disinfected seed, unsteamed soil 
3. ontsmet zaad, gestoomde grond 
disinfected seed, steamed soil 
so da gen na het zaaien 4. ontsmet zaad, niet gestoomde grond 
disinfected seed, unsteamed soil days after sowing 
Fig. 4 Influence of steaming of the soil and of disinfection of linseed on the percentage of pre- and post-
emergence diseased plants. Per treatment 180 seeds, infection level of the seed about 30% 
Onder minder gunstige veldomstandigheden wordt het zaad echter door allerlei 
bodemmicroorganismen bedreigd, zodat ontsmetten van het zaad altijd is gewenst. 
Uit fig. 4 volgt tevens dat bij een gelijk aantal opgekomen planten - dit geldt in dit 
geval alleen voor het ontsmette zaad, maar het kan ook bij niet ontsmet zaad voor-
komen - de aantasting door Botrytis in gestoomde grond langer aanhoudt dan in niet 
gestoomde grond. Dit moet ook geweten worden aan concurrentie en antagonisme 
door de bodemfiora. 
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Daar het percentage opgekomen planten na uitzaai van gelnfecteerd zaad in niet 
gestoomde grond meestal hoger is dan in gestoomde grond, is de afstand tussen de 
planten in het eerste geval kleiner dan in het laatste. Dit kan soms tot gevolg hebben, 
dat het percentage zieke planten na de opkomst in niet gestoomde grond groter is 
dan dat in gestoomde (zie onder 4.3.3). Volgens dit percentage zou de ziekte in natuur-
Ujke grond ogenschijnlijk in sterkere mate optreden dan na het stomen hiervan. Daar-
om is in veel tabellen het percentage overgebleven gezonde planten vermeld. 
In het begin van deze paragraaf (zie fig. 3) is reeds gebleken, dat de schimmel vooral 
in droge gestoomde en niet in droge natuurlijke grond enige tijd in plantedelen aan-
wezig kan blijven. Dit is niet in tegenspraak met het onderzoek van ATKINSON (1954) 
waarbij Botrytis in tegenstelling met enkele andere schimmels na 5 jaar niet meer uit 
gedroogde grondcultures was te isoleren. 
Bij een proef met sporen van Botrytis op lijnzaad (zie onder 5.3.2) blijkt, dat in dit 
geval de tijd die is verlopen tussen het stomen en het zaaien, invloed uitoefent op het 
aantal zieke planten. De oorzaak hiervan is het geleidelijke herstel van de bodem-
flora na het stomen. 
Botrytis cinerea heeft een aanzienlijk aantal antagonisten (NEWHOOK, 1951a en b; 
WOOD, 1951; BHATT en VAUGHAN, 1963). 
Het bovengenoemde verschil in aantallen aangetaste planten bij gestoomde en na-
tuurlijke grond geldt voor meer ziekteverwekkers. HENRY en CAMPBELL: (1938) 
yerkregen by lijnzaad eenzelfde resultaat met Polyspora lini LAFF. en Colletotrichum 
lint (WEST.) TOCH. Uit een orienterende proef door deze auteurs uitgevoerd Week, 
dat dit verschil tussen wel en niet gestoomde grond waarschijnlijk niet bij alle patho-
g e n optreedt. Uit tabel 10, waarin de resultaten van eigen onderzoek zijn vermeld, 
blijkt dat het stomen van de grond op het optreden van Ascochyta pisi LIB. geeh 
invloed uitoefent, wel op dat van Ascochyta linicola. NAOUM. et VASS, hoewel in min-
•
 en T r t n J B°JTS-WeUsWaar i s b i j e n v t e n h e t Percentage opgekomen planten 
m natuurlijke grond kleiner dan in gestoomde grond, maar de oorzaak hiervan moet 
S h w f Z°t ™ m c r o 6 r 8 a n i s m e n - vestal niet pathogeen - die de vlezige kiem-
o ^ S ^ i T"1 T n g d ° e n ° V e r g a a n ; *»»***M -Pcdt hierbij een geheel 
S S f f / t * 8 e V a l Ujk t dC a lge m e e^eldende conclusie gerechtvaardigd, 
a f f i a t I * b°dem-mcro-organismen op de aantasting van het zaad uit hebben, 
vfn de X e t P ITT dC S C h i m m e l iD d e Z a a d h u i d o f h e t z a a * » gelokaliseerd, 
T n t k i Z w v ,Sfmmel d e ^ P 1 ^ aantast en van de wijze waarop de 
^ ^ Z T ^ ^ ^ Z i e k t e v e r w e k k e r ** ook nog een faktor zijn 
d f S S Z v i" ( } Cn LACHANCE ( 1 9 5 1 ) o n d e r z ^ t e n de mogelijkheid bij 
t k 2 e w a a T T* T ^ ^ a n t a » * n **nrik te maken. Van 
prakt sche waarde is een dergelijke bestrijding echter nog niet. 
d f l n d o l T n T ^ ^ f ' ^ dC S a m e n s t e l U*g « de activiteit van de microflora in 
o fenen
 0 D 1 L f ? T "* ^ I n * ' V e r b a n d k a n d e ™ ™ * * invloed uit-
waamen^nS d T d ? ^ " ^ V a n g d n f e C t e e r d z a a d k a » ° P ^ e n . ^ 
waarneming dat de mate van aantasting door Botrytis op twee naburige perelen 
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Tabel 10 Invloed van stomen van de grond en ontsmetten van het zaad op het optreden van drie ziekten 






























Zaad niet ontsmet Zaad ontsmet (thiram) 
not disinfected seed disinfected seed 
gestoomde niet gest. gestoomde niet gest. 
grond grond grond grond 
steamed soil unsteamed soil steamed soil unsteamed soil 
0 / 0 / 0 / O / O / O / O / 0 / 
/ o / o / o / o / o / o /o / o 
opge- ziek opge- ziek opge- ziek opge- ziek 
komen komen komen komen 
emerged diseased emerged diseased emerged diseased emerged diseased 
68 60 80 29 95 5 93 1 
90 10 90 3 
87 7 51 7 96 3 78 4 
0 zaden in een vierkantsverband van 1,5 cm gezaaid / seeds sown in 1.5 cm square 
Table 10 Influence of steaming of the soil and disinfection of the seed on the incidence of three seed-
borne diseases. Per treatment 400 seeds 
waarop hetzelfde zaad is gebruikt, kan verschillen, maakt dit aannemelijk. Daaraaast 
zullen in dergelijke gevallen ook andere edafische factoren hun invloed doen gelden, 
zoals onder andere de structuur. Hoewel dit moeilijk exact is te bewijzen, is de invloed 
in het bijzonder van de actuele structuur duidelijk. Zo trad in 1958 de grauwe schim-
mel bij drie zaadontsmettingsproeven het sterkst op in het perceeltje, dat het voor-
gaande jaar een breed pad in een lucerneproefveld was geweest. Bij de zaadont-
smettingsproeven van het voormalige Ne.V.I. was de ziekte somtijds in veel mindere 
mate aanwezig dan in het praktijkperceel waarin dergelijke proeven vaak waren 
gelegen, hoewel voor de proefvelden zeer sterk met Botrytis geinfecteerde partijen wer-
den gebruikt. De structuur van de grond was op die praktijkpercelen slechter dan op 
voornoemde proefvelden, waarbij het door het kleine oppervlak mogelijk is om on-
geacht de uitgangstoestand van de grond een zeer goed zaaibed te verkrijgen. 
Resumerend kan dus worden gezegd, dat een hoge vochtigheid van het bovenste 
laagje van de bouwvoor (1 tot 2 cm) en een lage temperatuur (boven nul!) het optreden 
van de jeugdfase van de grauwe schimmel begunstigen. Daarnaast spelen de structuur 
en de microbiologische activiteit van de grond ook nog een rol. Volgens JAHNEL (1939) 
zou hier de pH aan kunnen worden toegevoegd. Voor Nederlandse omstandigheden 
speelt dit geen rol aangezien alleen bij zeer lage pH de aantasting wordt verhoogd. 
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4.3.2 Invloed van de vochtigheid en de temperatuur van de lucht 
Een hoge relatieve luchtvochtigheid en veel bewolking gaan het uitdrogen van de 
toplaag van de grond tegen. Maar bovendien groeit de schimmel bij de aantasting van 
plant naar plant onder deze omstandigheden gemakkelijker en weliger over het grond-
oppervlak en niet alleen in het bovenste laagje van de grond. Deze schimmelgroei is 
duidelijk zichtbaar te maken door kistjes met gestoomde grond waarin geinfecteerd 
zaad is gezaaid, bij een zeer hoge relatie luchtvochtigheid te zetten. 
Na de opkomst van het vlas zal de luchttemperatuur naast de bodemtemperatuur 
invloed op de groei van de plant uitoefenen. Zowel voor de lucht- als bodemtempera-
tuur geldt, dat de plant des te sneller zal groeien naarmate zij hoger zijn. Ook het vat-
bare stadium zal hierdoor des te sneller zijn gepasseerd. 
Uit zaaitijdenproeven is gebleken, dat gezonde vlasplanten gedurende korte tijd be-
hoorlijk lage temperaturen kunnen doorstaan. Een nachtvorst van -8 °C Week niet 
schadelijk te zijn. Wanneer nachtvorst vele dagen achtereen optreedt, gaan de planten 
er enigszins kwijnend uitzien, maar zij herstellen zich weer bij stijging van de tempera-
tuur, terwijl - zoals onder 4.3.1 reeds is vermeld - de grauwe schimmel niet in sterkere 
mate optreedt. Dit is in tegenstelling met de bevindingen van KERLING (1952) bij 
erwten en moet worden toegeschreven aan de verschillen tussen beide plantesoorten 
en het verschil in verspreiding van de schimmel bij beide gewassen. Bij die gevallen 
waarin de temperatuur zo laag is geweest dat de delen van de plant verdrogen, zou 
Botrytis zich door middel van een sporenbesmetting kunnen vestigen. Dit is door mij 
evenwel niet waargenomen. Vermoedelijk is het micro-klimaat niet gunstig of is de 
sporendichtheid in de lucht te gering geweest. 
4.3.3 Invloed van de hoeveelheid zaaizaad 
Zonder te weten op welke wijze de verspreiding van Botrytis van plant naar plant 
pkats vmdt, is de invloed van de standdichtheid op de aantasting voorheen wel in-
cidental opgemerkt. J. C. DORST (mondelinge mededeling) heeft daarom destijds 
getracht een verminderde aantasting te verkrijgen door de vereiste hoeveelheid zaad 
in twee loodrecht op elkaar staande richtingen te zaaien, waardoor de afstand tussen 
de planten onderling groter wordt. Nadat de wijze van verspreiden van de schimmel 
bekend is geworden, ligt de verklaring van het bovengenoemde verschijnsel, dat door 
mij op het veld duidelijk is waargenomen, voor de hand 
° r &l\^%'fl ? d C r Uit t e W e r k e n > i s d e vol8ende kasproef uitgevoerd. Over res-
V^Zul ' eD:2 rijen VaD 4 3 C m rijn 4 3 2 z a d e n l aQg s ™ meetlat gelijkmatig 
I Ltd r, " ^ r f u C m ^ dUS a c h t e r e e^olgens 27, 54, 108 en 216 zaden uit-
S m t e ^ r 3 , , d / ° e 8 8 C m-A 1 S Z a a i z a a d i s z a a d gebruik*> waarvan volgens 
Hetl Z J e r ; ^ ^ ° D d e r 5A) d r C a 1 3% m e t * * * * * was geinfecteerd. 
Sv n n o T w H -' ^ ^ t M m m ° 8 / k g ) ° n t S m e t u i t § e z a a i d - « 2 - d e n zijn 
S r n i e n v ^ T / W e ^ 8 ,Ult8CZaa id °V e r Cen Z e l f d e °PP e r v l a k ^ n 0,14 m* als door 
njen van 43 cm wordt mgenomen. Hierbij is eveneens van een ideale verdeling 
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van de zaden uitgegaan. De afstand tussen de zaden onderling is dan vrijwel gelijk aan 
die van het object waarbij 432 zaden over 16 rijen van 43 cm zijn verdeeld. Voor deze 
proef is, zoals bij de meeste proeven, gestoomde grond gebruikt, terwijl ook de 
overige omstandigheden zo gunstig mogelijk voor het optreden van de ziekte zijn 
genomen. Vervolgens zijn het aantal opgekomen planten geteld en van deze daarna 
het aantal zieke planten. Voor het aantal zieke planten voor de opkomst is zoals ge-
bruikelijk het aantal niet opgekomen planten genomen. Hieronder bevindt zich ook 
een aantal dat tengevolge van een niet of slecht kiemen van enkele zaden, in de grond 
achterblijft. Dit aantal is evenwel klein en speelt dus vrijwel geen rol. De uitkomsten 
zijn omgerekend op een lengte van 43 cm of een oppervlak van 0,034 m2. Hieruit zijn 
de verhoudingsgetallen verkregen die voor het niet-ontsmette zaad in tabel 11 staan 
Tabel 11 Invloed van het aantal uitgezaaide zaden per eenheid van oppervlak (0,034 m2) op het aantal 
zieke planten vdor en nd de opkomst. Infectieniveau van het zaad ca. 15% 
Wijze van 
zaaien 
way of sowing 
1 
I. In rijen 
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') gebruikelijke hoeveelheid ( = 150 kg/ha) 
usual amount ( = 150 kgjha) 
Table 11 Influence of the thickness of sowing on the pre- and post-emergence killing. Infection level of 
the seed about 15% 
vermeld. In deze tabel zijn van de kleinste hoeveelheid zaaizaad (I) alle gegevens in de 
kolommen 3 tot en met 6 op 1 gesteld. Bij alle overige objecten is het gegeven getal in 
deze kolommen een veelvoud hiervan. Bij object III is per eenheid van lengte viermaal 
zoveel zaaizaad gebruikt als bij object I; dus ook viermaal zoveel geinfecteerde zader 
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zijn in de grond gekomen (kolom 4). Zou de ziekte bij de objecten I en III even sterk 
zyn opgetreden, dan zou in de kolommen 5 en 6 bij object III ook een vier moeten 
staan. Er staan echter grotere getallen, waaruit volgt dat de ziekte heviger is opge-
reden door viermaal zoveel zaaizaad te gebruiken. Dezelfde redenering is op de 
andere objecten toe tepassen. Wij zien dan dat bij object V ('breedwerpig zaaien') de 
aan as astmg mmder sterk is dan bij object III, hoewel evenveel zaaizTad is gebruikt. 
met object I ^ ^ ^ ° D d e r l i n 8 e a**a°d tUSSen d e Z a d e n d i e °vereenkomt 
Uit deze proef volgt duidelijk, dat de ziekte des te sterker om zich heen grijpt naar-
d a d ^ 
opLden. b r e e d W e r p i g Z a a i e n <* ^™* over te gaan, de ziekte sterker kan 
Dezelfde resultaten zijn bij het herhalen van bovengenoemde proef verkregen. 
r Z n o v ^ t T b - e e d " e r p i g 6 n ^ h e t Z a a d n i e t o n t s - t . Langzamerhand is 
" e v ^ ' i e n naT^H' " T**" *"* V C M d e r i n * m e t e e n ^ a a r t a l a a n t e 
Z l de Z • f f z a a i ^chine bij het zaaien van lijnzaad zijn intrede heeft 
gedaan, de zaamool daarnaast nog lange tijd is gebruikt. Volgens navraag bij enige 
S f S r s s r zou,de ?enoemde verandering tUSSen ™ ^ TsT^Z 
oorW a \ZT V a n 6 t h j n Z a a d h 6 e f t iD N e d e r l a n d k o « na de tweede wefeld-
w^Lifg^raanwezig •^^r^sis.ris 
ont^uLg^f^zz gezaaMenhetzaadnognietaigeme--rd 
opgetreden. ^ ^ ^ ^ ^ T f ^ ^ ^ " * * ^ ^ 
maar mogelijk* er o l u ^ Z S t ' ' ""**"* " * iS ° P g e V a U e n ' 
4.3.4 Invloed van de diepte van zaaien 
^ X n 7 ^ L 7 " : - T ^ r aanbeV01- ™ Seldt zowel voor de 
k o m e n . k e d ^ ^ 
dieperindegrondvalkn W n T l ' 7 b c d l a 8 B n (BuTLER> 1 9 5 1 ) - Ah de zaden 
h a n g t v e e l a L n d ^ 
^S^^SZTo \U?P dCZel fde d i e * e - n 1
 c m zijn gezaaid, ter-
Van een ^dZsVrZ^ZZ ^ " ^ " d e V o l g e n d e P-ef uitgevoerd. 
de) zijn 100 zaden t twee " ^ T ^ OT8BVBer 2 8 % ^reerpapier metho-
1 cm en 2 c m diep gezITd a*"*„ v ^ T * ^ * * ™» 2 cm en afwisselend 
uitgevoerd. Uit de L i t n bl
 ek d T t T " ^ " * * a k - ^ o o m d e grond 
erende of een meer of minder di™ V? g e d n g e d i e p t e v a n z a a i e n e e n v a r i" 
teeft op de mate waarin de * £ Z £ £ ? £ £ ^ ™ d e Z a d e * « « ^ 
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4.4 De aantasting van de oudere plant 
4.4.1 Invloed van vocht en temperatuur 
Uit inoculatieproeven in de kas en vele veldwaarnemingen blijkt duidelijk, dat voch-
tige omstandigheden voor de aantasting zijn vereist. De temperatuur komt op de 
tweede plaats. Hoe dichter deze bij de optimale ontkiemingstemperatuur van de spo-
ren ligt, des te gunstiger. Als de temperatuur lager is, zal het gewas langer nat moeten 
blijven voor een geslaagde infectie. 
De opvatting in de literatuur dat vochtig stil weer het optreden van de grauwe schim-
mel bij oudere planten begunstigt, is zeker wel juist. Veel neerslag bijvoorbeeld in de 
vorm van een onweersbui kan vlas, vooral als het gewas te geil is, gemakkelijk doen 
legeren. Als het kort daarna niet weer overeind komt, treedt Botrytis daarin vrijwel 
altijd op. In een dergelijk legerend gewas is de vochtigheid aanhoudend zeer hoog, 
zodat niet alleen snel, maar ook trager kiemende sporen een infectie zullen verwekken 
(zie onder 5.3.2). Tevens zullen, gedachtig aan de resultaten van het onderzoek van 
BROWN (1916), bij lang nat blijven van het gewas, meer stoffen in de waterfilm kunnen 
diffunderen dan bij een korte bladnatperiode, hetgeen het ontkiemen van de sporen 
kan begunstigen. 
Uit veldwaarnemingen blijkt ook, dat het microklimaat bij een dichte stand van het 
vlas gunstiger voor de schimmel is dan bij een schraal gewas (zie onder 4.4.2). Dit 
geldt in het algemeen voor veel schimmels ten opzichte van veel gewassen, onder 
andere voor Cercospora bij de biet (MISCHKE, 1960). 
Ten slotte mag niet onvermeld blijven, dat een natte oogsttijd het aantal partijen 
zaad dat sterk met Botrytis is geinfecteerd, in sterke mate verhoogt. In tabel 12 zijn 
resultaten van het gezondheidsonderzoek van lijnzaad dat elk jaar door het R.P.v.Z. 
te Wageningen wordt verricht, van 1949 af op dezelfde wijze weergegeven als v66r 
1941 op dit proefstation in gebruik was. Dit maakt een vergelijking van de gegevens 
over een lange periode mogelijk. Daarnaast is vermeld het verschil tussen de gemid-
delde neerslag over dertig jaar in respectievelijk de maanden juni, juli en augustus en 
de in die maanden van het betreffende jaar gevallen neerslag (ANONYMUS, 1922 t/m 
1959). Het blijkt nu, dat wanneer de gezondheidstoestand van het zaad uitzonderlijk 
slecht is, de maanden juli en augustus erg nat zijn geweest. Wanneer de gezondheids-
toestand uitzonderlijk goed is, zijn er twee of drie van de genoemde maanden - waar-
onder juli - droog geweest. 
Omdat niet vermeld is, wanneer het vlas in de verschillende jaren het veld heeft ge-
ruimd en op welke wijze de regen is gevallen, is het verband alleen in extreme gevallen 
duidelijk. Soms kan bijvoorbeeld een relatief kleine hoeveelheid neerslag die als slag-
regen valt, waardoor het vlas gaat legeren, meer kwaad doen dan een grote hoeveel-
heid regen die regelmatig over een gehele maand is verdeeld. Bovendien is geen schei-
ding in verschillende teeltgebieden gemaakt, terwijl de indeling van het zaad in rnfec-
tie-klassen vrij ruim is. Ook varieert het aantal onderzochte monsters per jaar sterk. 
Terloops zij hier nog opgemerkt, dat uit tabel 12 duidelijk blijkt in welke mate 
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Verschil in hoeveelheid 
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- 3 0 
- 6 
-17 
- 2 5 
- 9 
+ 1 
- 2 0 
-11 
+76 











25*5 T a n < C ° V e r ^ " ^ " M ~ S * T n , a a n t a l ' ^ s t a t i o n s in de betref-
het. desbrtrefifendc jaar. B e p a l i n g e n v a n h e t ^ k 3 •? C a d J e n v a n d e betreffende maand in 
mtgevoerd en resultaten verstrekTdoor herR P^ 7 t^"n^oek (nltreerpapier-methode) 
N30 = mean amount of rainfall of a^™*L r , t e W a g e m n sen 
'LIT'0" fr°m 30 yea"- M-meaT^mou^nf,'her "T" a" orer the c"untry in the month 
Zrt'" QUeSt}°n in ,he rel"'^ Tear teterLniZ! 'fu^T* from tf>e 3 decades of the 
earned out and results supplied by theRPvTatWag J **"** ifiUer mper me"tod) 
Table 12 Botrytis in linseed and the rainfall in various 
years 
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Botrytis in het Nederlandse zaad voorkomt. De vermeende toename in de aanwezig-
heid van de schimmel in de jaren 1951 tot 1955, waarover in de algemene inleiding 
is gesproken, is dus niet reeel. Elk jaar bepalen voornamelijk de omstandigheden 
vanaf de bloei tot het ruiteren of soms tot het binnenhalen de gezondheidstoestand 
van het zaad. 
4.4.2 Invloed van de hoeveelheid zaaizaad 
In een dichtstaand gewas - hetgeen een gevolg is van veel zaaizaad per oppervlak -
is de relatieve luchtvochtigheid gemiddeld hoger dan in een schraal gewas. Ook blijven 
de planten in het eerste geval langer nat dan in het laatste geval, zodat de sporen van 
de schimmel gunstiger omstandigheden voor ontkieming vinden. Tevens zijn de plan-
ten waarschijnlijk vatbaarder als gevolg van een hoger vochtgehalte. In hoever er ver-
anderingen in de waslaag bij een dunnere of dichtere stand optreden is voor vlas niet 
onderzocht. FREDERIKSEN (1956) vermeldt, dat de hoeveelheid was op de planten een 
functie is van het groeiritme, maar dat ook andere factoren een rol spelen. Tevens komt 
hij (1957) tot de conclusie, dat het oppervlak van de planten met de groeiomstandig-
heden, onder andere voeding en neerslag, en het klimaat varieert. Hij vermoedt, dat 
voornamelijk het klimaat verantwoordehjk is voor de verschillen in wasgehalte in de 
verschillende jaren. ROBERTS (1959) vermeldt, dat uitwendige omstandigheden invloed 
uitoefenen op het cutine- en wasgehalte van bladeren. 
Uit eigen ervaring is bekend, dat enigszins geetioleerdekasplanten veelgemakkelijker 
door Botrytis worden aangetast dan planten die buiten zijn opgekweekt. Eveneens is 
vaak waargenomen, dat een dichtstaand gewas spoediger wordt aangetast dan een 
schrale aanplant. Vandaar dat de schralere gewassen onder Nederlandse omstandig-
heden vaak een betere oogst geven dan de zeer mooie percelen vlas. 
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5 Behandeling en onderzoek van net zaad in verband met 
Botrytis 
5.1 Inleiding en literatuur 
Over het gedrag van Botrytis tijdens het bewaren van het zaad was weinig bekend. 
COLHOUN en MUSKETT (1948) bepaalden volgens de agar- of Ulster-methode, dat de 
schimmel 'bij normale omstandigheden' 16 tot 40 maanden in het zaad aanwezig 
bhjft, hoewel het percentage aangetaste zaden met de tijd daalt. Zij vermoeden, dat 
de snelheid waarmee de parasiet dood gaat afhankelijk is van de wijze waarop het 
zaad de ziekteverwekker herbergt. Volgens hen is het in het algemeen niet mogelijk 
door het bewaren van het zaad de parasiet in lijnzaad met een vochtgehalte van 
10% of lager met behoud van de kiemkracht kwijt te raken. 
Ook uit eigen ervaring was bekend, dat het infectieniveau van een partij, bepaald 
volgens de filtreerpapier-methode, door bewaren bij kamertemperatuur in het jaarna 
de oogst bijvoorbeeld van 30% tot 0,5% terugloopt. De vitaliteit van de schimmel in 
het zaad daalt daarbij ook. Bij het uitvoeren van zaadontsmettingsproeven met 
chemische middelen is gebleken, dat het onderzoek in de loop van het voorjaar gestaakt 
moet worden. De vitaliteit van de schimmel is dan zo gering geworden, dat elke ont-
smettmg een volledige bestrijding geeft, hoewel het onbehandelde zaad nog een vrij 
hoog percentage zieke planten kan geven. 
Om de snelheid van afsterven van de schimmel in het zaad beter te leren kennen, zijn 
hoeveelheden aangetast zaad bij verschillende temperaturen en relatieve luchtvoch-
tzgheden bewaard. Uit de resultaten van dit onderzoek, die onder 5.3 besproken 
worden, kan tevens bhjken of het mogelijk is aangetast zaad door een behandeling 
ZZT& / TJ r BTytiS tC krijgen- Dit onderzoek » z™el nitgevoerd met 
Z kulT *?**** Z a a d ~ d i t i s z a a d m * h e l i u m in de zaadhuid - als met zaad 
dat kunstmatig met sporen van de schimmel was besmet 
zolL n — 1 D g ' I t g e r d h e i d S t ° e S t a n d v a n h e t zaa<* OP twee wijzen onder-
rTelrt^ 7 Tleg8en Va° dC Zaden °P v o c h t iS filtreerpap er - de fil-
S a S ^ T °\ ^ U i t l 6 g g e n ° P a g a r ' d e Ulster-methode. Van elke 
om de twe?
 m l T ""** *"*» ™ ^ U i t g e z a a i d ' D i t b i e d* ** mogelijkheid 
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ZnZZ en e " * ^T' W t * ^ ^ ° m d a t u i t d* ^ratuur (DE 
l ^ i k i l n , 8 e n w n n g b C k e n d iS' d a t d e v e ^ iUende methoden verschil-
^ v ^ n r r H 8ee? Wj e X P ° r t Van Zaaizaad' waarb* b e P - l d e eisen ten 
d e met Z ^ ^ l ^ T™' m o * d e » ** * " » . Van de infecties 
met de Ulster-methode worden bepaald, geeft de filtreerpapier-methode volgens 
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DE TEMPE (1958 b) ongeveer f aan, zodat hun uitkomsten zich verhouden als 3:2. 
Bij de filtreerpapier-methode worden vier maal 100 zaden in zinken bakjes 
met geperforeerde bodem van ongeveer 10 bij 27 cm op vochtig filtreerpapier uitge-
legd, waama zij in een donkere kiemkast bij 20 °C worden geplaatst. Na 6 dagen 
wordt het percentage geinfecteerde zaden aan de hand van de ziektesymptomen of de 
aanwezigheid van de schimmel vastgesteld. Bij het ontkiemen van de zaden in het 
licht treedt Botrytis later op (DE TEMPE, 1958 C). 
Bij de Ulster-methode worden de zaden op een voedingsagar uitgelegd, meestal op 
2% moutextract-agar, hoewel ook wel aardappel-glucose-agar wordt gebruikt. Per 
schaal van 9 cm diameter worden 10 zaden met een pincet op gehjke afstanden van 
elkaar uitgelegd. De punten van het pincet worden na elke 10 zaden in alcohol ge-
doopt en geflambeerd. Voor een statistisch betrouwbaar gegeven moeten 400 tot 500 
zaden per monster worden uitgelegd, voor een goede orientering zijn 100 zaden vol-
doende. De schalen verblijven gedurende 5 dagen bij 22 °C. Daarna kunnen geoefende 
waarnemers door een blik op de boven- en onderzijde van de schaal en een snelle 
inspectie bij doorvallend licht de typische schimmelkolonies herkennen. Microsco-
pisch onderzoek is hierbij zelden nodig (MUSKETT en MALONE, 1941). De bepaling 
kan bij een gelijktijdige sterke infectie of besmetting met andere schimmels iets lastiger 
worden maar dit is in tegenstelling met de bevindingen van WALLEN en SKOLKO (1951) 
volgens MUSKETT niet onoverkomelijk. Er zijn echter twee variaties op de oorspronke-
lijke methode, waarbij het vervuilen van de schalen door snel groeiende saprofieten 
wordt tegengegaan. Bij de Nieuw-Zeelandse-methode (NEWHOOK, 1947) worden de 
sporen, die aan het oppervlak van het zaad kleven, door spoelen in respectievelijk 
leidingwater en steriel water verwijderd en wordt de agar pas na het uitleggen van de 
zaden in de schaal gegoten om het kiemen van sporen van aerobe micro-organismen 
te remmen. Bij de Ottawa-methode (WALLEN en SKOLKO, 1951) wordt het zaad in een 
oplossing van 2% calciumchloride gedurende 10 minuten oppervlakkig ontsmet. 
WALLEN en SKOLKO (1951) vergeleken de Ulster-methode met de beide genoemde 
variaties hiervan op het voorkomen van Polyspora lini. Ook in dit geval werden ver-
schillende resultaten verkregen. De Nieuw-Zeelandse-methode Week onbruikbaar te 
zijn, de Ulster-methode gaf alle aanwezige infecties aan, terwijl de Ottawa-methode 
alleen de meer dieper gelegen infecties aantoonde. Het voorgaande houdt in, dat er 
met een bepaald monster zaad verschillende resultaten kunnen worden verkregen. 
Aan welke methode op een zaadcontrole-station theoretisch de voorkeur zal worden 
gegeven, wordt door verschillende factoren bepaald. 
In de eerste plaats moet de methode geschikt zijn voor routine-onderzoek; dit wil 
zeggen gemakkelijk uitvoerbaar, snel, goedkoop en toch betrouwbaar zijn. Verder is 
de gevolgde methode afhankelijk van de parasiet en haar waardplant en moet hij niet 
alleen kwalitatief maar ook kwantitatief een goed uitsluitsel geven. Dit laatste hangt 
weer af van het beoogde doel. Men kan namelijk alle aanwezige infecties willen aan-
tonen, of alleen die welke na uitzaai te velde een zieke plant geven; alleen deze laatste 
zijn van praktisch belang. En ook hierover kan men nog verschillend denken, namelijk 
of alleen die infecties moeten worden aangetoond die na uitzaai van ontsmet zaad 
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nog zieke planten zouden kunnen geven, of die na uitzaai van niet ontsmet zaad ziekte 
verwekken. Zo zou de Ottawa-methode volgens WALLEN en SKOLKO (1951) ten aan-
zien van Polyspora lini slechts aanwijzingen geven of het zaad voor zaaizaad geschikt 
is na ontsmetten, maar niet of het zaad zonder ontsmetten dit ook is. 
Welke methode op een zaadcontrole-station wordt gebruikt, wordt vaak bepaald 
door de historische ontwikkeling en door de mogelijkheden die men heeft. De filtreer-
papier-methode wordt op het R.P.v.Z. te Wageningen toegepast. De gevolgde metho-
diek is in de eerste plaats bepaald door het feit dat men reeds in 1919 hiermee is 
begonnen. Het personeel en de outillage is geheel op deze methodiek ingesteld. Door 
het sterk gestegen aantal monsters dat per jaar moet worden onderzocht - voor lijn-
zaad alleen al circa 1500 - is omschakeling op een agar-methode bezwaarlijk. Boven-
dien was een agar-methode op dit instituut onbruikbaar door het optreden van infec-
ties in de schalen als gevolg van een sterke luchtverontreiniging (DE TEMPE, 1958 b). 
De Ulster-methode is in Ierland in 1938 oorspronkelijk ontwikkeld om uit Dene-
marken geimporteerd zaad op Polyspora lini te kunnen onderzoeken. Gedurende de 
tweede wereldoorlog heeft men hiermee tevens onderzocht welke ontsmetters de ver-
schillende infecties van het zaad het beste bestrijden. Voor dit onderzoek werd wel en 
niet ontsmet zaad op de agar uitgelegd. Het bleek toen, dat deze methode ook voor 
andere ziekten dan Polyspora uitstekend bruikbaar is, zodat hij voor het routine-on-
derzoek is gekozen (MUSKETT, 1953). In Ierland heeft men op deze wijze in zes jaar 
tijd 20 000 monsters onderzocht. Internationaal gezien blijkt, dat in het algemeen aan 
een agar-methode de voorkeur wordt gegeven (FREDERIKSEN, 1958). 
5.2 Materiaal en methodiek 
Het gezondheidsonderzoek volgens de filtreerpapier-methode is meestal door het 
R.P.V.Z. en dat volgens de Ulster-methode door mij uitgevoerd. De vochtgehalten 
van het zaad zijn door het R.P.V.Z. volgens de 130°C-methode bepaald. 
Bij het onderzoek naar de vitaliteit van het mycelium in de zaadhuid of van de sporen 
op het zaad is het zaad in bakjes met een bodem van plastic-gaas bij verschillende tem-
peraturen en relatieve luchtvochtigheden opgeslagen. De vereiste luchtvochtigheden 
zijn in exsiccatoren verkregen met behulp van mengsels van glycerol en water en met 
een verzadigde oplossing van keukenzout. 
Een besmetting van het zaad met sporen is verkegen door bijvoorbeeld 100 ongeveer 
10 dagen oude cultures in petrischalen met een diameter van 9 cm boven 500 g lijnzaad 
uit te kloppen. Tijdens deze behandeling wordt het zaad af en toe een weinig geschud 
om de sporen goed met het zaad te vermengen. 
Bij alle kasproeven zijn de zaden, wanneer niet anders wordt vermeld, in een vier-
kantsverband van 1,5 cm en op een diepte van 1 cm uitgezaaid. De genoemde afstand 
tussen de zaden moet de verspreiding van Botrytis van plant naar plant zoveel mogelijk 
voorkomen. Om dezelfde reden zijn de aangetaste planten bij de regelmatig plaats 
hebbende tellingen verwijderd. Op deze wijze vindt in gestoomde grond bij een geringe 
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aantasting geen infectie van buurplanten plaats, bij een sterke aantasting daarentegen 
nog wel. In het eerste geval is een gering verschil tussen de objecten al reeel. Bij een 
sterke aantasting is dit veelal pas het geval bij een groter verschil, omdat de buurplant-
infectie bij de herhalingen van een object nogal kan varieren. Inzake de gebruikte 
grond, de temperatuur en de plantenbestraling geldt hetzelfde als in vorige hoofd-
stukken is gezegd. 
De veldproef waarvan de resultaten in een gedeelte van tabel 14 zijn vermeld, is in 
drievoud uitgevoerd, terwijl elk object uit twee rijen van 5 meter bestond. Het zaad is 
met een kleine vierriji'ge zaaimachine gezaaid met een gemiddelde hoeveelheid van 
140 kg per ha. Aangezien het zaad na ontsmetting, vooral met een poeder, minder snel 
uit de machine loopt dan het onbehandelde zaad, is het aantal uitgezaaide zaden in 
het eerste geval altijd kleiner dan in het tweede. Het aantal uitgezaaide zaden is be-
rekend uit het gewicht van de uitgezaaide hoeveelheid en het duizendkorrelgewicht. 
Voor de wijze waarop het zaad is ontsmet zie onder 6.2. 
5.3 Bewaren van het zaad onder verschillende omstandigheden 
5.3.1 Van nature geinfecteerd zaad 
In de winter van 1954/1955 is een orienterende proef met zaad van oogst 1954 uit-
gevoerd. Zestien hoeveelheden van 200 g zaad zijn respectievelijk bij een tempera-
tuur van 23°, 30°, 35° en 40 °C en een relatieve luchtvochtigheid van 70, 60, 50 en 40% 
geplaatst. Bovendien werd een zak met 10 kg zaad in een schuur gezet. Het percen-
tage geiinfecteerde zaden is door mij op het R.P.V.Z. regelmatig volgens de filtreer-
papiermethode bepaald. Bij het begin van de proef was het percentage aangetaste 
zaden 25 % en het vochtgehalte van het zaad 10,6 %. 
Daar de uitkomsten bij de verschillende relatieve luchtvochtigheden bij een en de-
zelfde temperatuur geen verschillen vertoonden, zijn deze gemiddeld. Uit de resul-
taten in fig. 5 is de invloed van de temperatuur zeer duidelijk. Van praktisch belang 
zijn in het bijzonder de resultaten van de 'schuuropslag', waarbij de temperatuur veel 
lager was. 
De kiemkracht, bepaald volgens de filtreerpapier-methode, was in geen van de ge-
vallen verminderd, noch na 59 dagen bij 30 °C, noch na 19 dagen bij 40 °C. Een der-
gelijke resistentie van een zaadmonster tegen hogere temperaturen is naderhand met 
meer waargenomen. Mogelijk is dit veroorzaakt door het tijdstip van oogsten 
(SPRENGER, 1950). 
Bovengenoemde orienterende proef heeft de duur van het bewaren by de volgende 
proeven, die in de winter van 1959/1960 zijn uitgevoerd, bepaald. Hierby is 50 g zaad 
van verschillende monsters van oogst 1959 gedurende 23 dagen bij verschillende tem-
peraturen en een constante luchtvochtigheid van 75% bewaard. Vervolgens zyn de 
zaden volgens de Ulster-methode en de filtreerpapier-methode onderzocht, terwijl he 
vochtgehalte van het zaad in een aantal gevallen is bepaald. De uitkomsten van dit 
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onderzoek zijn in tabel 13 vermeld. Tevens zijn vier maal 100 zaden in wel en niet ge-
stoomde grond uitgezaaid, waarvan de resultaten voornamelijk onder 5.4 zullen wor-
den besproken. 
Ook uit deze proeven blijkt, dat de vitaliteit van de schimmel in het zaad afneemt en 
dat de schimmel op den duur afsterft. Dit geschiedt des te sneller naarmate de tempe-
ratuur, waarbij het zaad wordt bewaard, hoger is. Op de verschillen tussen de resul-
taten van de Ulster-methode en de filtreerpapier-methode wordt onder 5.4 nader in-
gegaan. 
In overeenstemming met de resultaten van de orienterende proef is Botrytis door het 
bewaren van het zaad gedurende 23 dagen bij 34° tot 35 °C volgens de filtreerpapier-
methode afgestorven. Na uitzaai in grond blijkt de kiemkracht niet tezijn verminderd. 
Met lage temperaturen is dit ook te bereiken, maar de behandeling dient dan langer te 
zijn. 23 dagen bij 30 °C blijkt in de onderzochte gevallen nog niet voldoende te zijn. 
Na bewaren gedurende 52 dagen bij 30 °C was de schimmel dood, maar de kiemkracht 
was 12 tot 13 % gedaald. De minimum tijd die nodig is om volledig afsterven te ver-
krijgen met temperaturen boven en onder 35 °C, is bij de proeven van 1959 niet onder-
zocht. 
Fig. 5 Invloed van de temperatuur op het percentage van nature geinfecteerde zaden. 400 zaden per 
bepaling (filtreerpapiermethode) 
% gelnfecteerde zaden 
% infected seeds 
. schuur-opslag (lage temp.) 
shed storage (tow temp.) 
Fig. 5 Influence of the temperature on the percentage of naturally infected seeds. 400 seeds per deter-
mination (filter paper method) 
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De resultaten van bepalingen van de vochtgehalten van het zaad komen geheel over-
een met die van SPRENGER (1950). Het is noodzakelijk om het bewaren van het zaad 
bij een bepaalde relatieve luchtvochtigheid uit te voeren, bij voorkeur die waarmee 
het vochtgehalte van het zaad in evenwicht is of een hogere. Een vochtgehalte van 
10 tot 13 %, bepaald volgens de 130 °C methode, is met een relatieve luchtvochtigheid 
van ongeveer 75% in evenwicht (SPRENGER, 1950). Een dergelijk vochtgehalte van het 
zaad is als een gemiddelde voor Nederlandse handelspartijen te beschouwen, 
Uit de volgende proef waarbij met grotere hoeveelheden zaad is gewerkt en waarbij 
het zaad zowel in de kas als op het veld is uitgezaaid, blijkt duidelijk het gevolg van 
een te lage relatieve luchtvochtigheid tijdens het bewaren. Dat bij de eerder besproken 
orienterende proef geen invloed merkbaar is van het verschil tussen de heersende 
luchtvochtigheid en die waarmee het vochtgehalte van het zaad in evenwicht is, wordt 
veroorzaakt door een verminderde vitaliteit van de scbimmel in het zaad als gevolg 
van de wijze waarop de zaadvoorraad is bewaard en het tijdstip waarop de proef werd 
uitgevoerd. De drie monsters lijnzaad van elk 2 kg zijn in een broedstoof bij 34° tot 
35 °C gedurende 23 dagen opgeslagen in bakjes van 27 x 27 cm met een bodem van 
plastic-gaas. Het vochtgehalte van het zaad was bij het begin van de proef 10 tot 11%. 
Er waren geen voorzieningen voor het op een gewenst peil houden van de luchtvoch-
tigheid getroffen, terwijl de stoof in open verbinding met de lucht buiten stond. 
Volgens de resultaten die in tabel 14 zijn vermeld, vertoont het monster N13, dat 
in de voorgaande proeven na de behandeling geen vitaal mycelium meer zou herber-
gen, volgens de filtreerpapier-methode nu nog 9 % aangetaste zaden. Ook bij de andere 
monsters is het infectieniveau niet tot nul gereduceerd. Dit moet worden toegeschre-
ven aan het feit dat door het vochtverlies de zaadtemperatuur lager is geweest dan de 
luchttemperatuur in de stoof. Na 23 dagen was het gewicht van de hoeveelheden zaad 
gemiddeld 5,5% afgenomen. Ook op de 'tast' was vochtverlies waarneembaar. De 
behandeling, die voor een volledig verdwijnen van de schimmel onder deze omstan-
digheden langer had moeten duren, heeft voor het uitzonderlijk droge jaar 1959 toch 
een afdoend effect gehad. De opkomst van het zaad is na de warmtebehandeling zeer 
betrouwbaar (P = 0,01) beter dan van het onbehandelde zaad1), terwijl de grauwe 
schimmel na de opkomst als gevolg van de droogte vrijwel niet is opgetreden. Na uit-
zaai in de kas treedt de ziekte na opkomst wel in geringe mate op, waarbij de mate 
van aantasting parallel loopt met de uitkomsten van het gezondheidsonderzoek. 
5.3.2 Kunstmatig met sporen besmet zaad 
Om na te gaan of met sporen besmet zaad zieke planten geeft, werden proeven ge-
nomen in niet en wel gestoomde grond, met en zonder zaadontsmetting. Ter verge-
lijking werd zaad met een natuurlijke infectie op dezelfde wijze behandeld. De resul-
x) Daarentegen heeft de ontsmetting met thiram (3 g per kg) in het geheel geen effect 
gehad. Als gevolg van de aanhoudende droogte heeft de droogontsmetter zijn werking 
blijkbaar niet kunnen uitoefenen (zie onder 6.9). 
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taten van een proef zijn in tabel 15 weergegeven. De resultaten van het gezondheids-
onderzoek, die eveneens in deze tabel zijn vermeld, worden in de volgende paragraaf 
besproken. 
De resultaten van deze en andere proeven tonen bij herhaling aan, dat de grauwe 
schimmel na een besmetting van het zaad met sporen alleen in pas gestoomde grond 
kan optreden en dan slechts in zeer geringe mate, en niet altijd. In grond die 14 dagen 
voor het zaaien is gestoomd of in niet gestoomde grond, vindt geen aantasting plaats. 
Tabel 15 Verschillen tussen met sporen besmet zaad en zaad met een natuurlijke infectie by het ge-
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') dosering 3 g/kg / dosage 2) gezond zaad / healthy seed 
a) van nature gelnfecteerd zaad / naturally infected seed
 AU-i.^ i<:,„ 
*) bepaling gezondheid 10 dagen, uitzaai 9 dagen na besmetting: zaad bewaard bij 3 C en 75 '/„ 
relative luchtvochtigheid / health determination 10 days, sowing 9 days after the spore contami-
nation; seed was stored at 3°C and 75 % relative air humidity 
Table 15 Differences between seed contaminated with spores and naturally infected seed in health 
testing and after sowing 
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Dit in tegehstelling met een natuurlijke infectie (met mycelium) van het zaad (zie 
monster DII in tabel 15), waarbij na uitzaai in de grond altijd aantasting optreedt, 
hoewel in gestoomde grond in veel sterkere mate dan in natuurlijke. Hieruit volgt, dat 
een besmetting van het zaad met sporen geen, maar een (natuurlijke) infectie van het 
zaad met mycelium wel ziekte in het veld verwekt. Maar aangezien een besmetting 
van het zaad met sporen potentieel tot de mogelijkheden behoort en sporen bij de aan-
tasting van de oudere plant een belangrijke rol spelen, is het gewenst iets van de 
levensduur en de vitaliteit van de sporen onder verschillende omstandigheden te 
kennen. 
In een orienterende proef zijn sporen van 7 tot 10 dagen oude cultures van Botrytis 
op aardappel-glucose-agar in de deksels van lege steriele petrischalen geklopt. Reeksen 
van deze schalen zijn met de deksel naar beneden in museumglazen bij temperaturen 
tussen 2,5° en 32 °C in het donker weggezet. Periodiek werd van twee schalen van elke 
reeks de bodem vervangen door een andere, waarin van te voren aardappel-glucose-
agar was gegoten. Vervolgens werden deze schalen weer omgekeerd, waarna de sporen 
van de deksels op de agar werden geklopt en bij 24 °C weggezet. Het bleek nu, dat van 
alle behandelingen na 60 dagen nog vele sporen kiemden. Wel nam de vitaliteit af, 
hetgeen zich uitte in een geleidelijk langzamer aanslaan van de schimmel. Over de 
relatieve luchtvochtigheid is niet meer bekend dan dat deze bij het inzetten van de 
proef 75 % was. 
Uit een gelijktijdig genomen proef is de indruk verkregen dat de sporen hun vitali-
teit beter behouden wanneer zij aan de dragers bevestigd zijn, dan wanneer zij daarvan 
zijn losgekomen. 
Nadat gebleken was dat losse sporen tenminste 2 maanden in leven kunnen blijven, 
zijn proeven genomen met door sporen besmet zaad dat bij verschillende tempera-
turen en een luchtvochtigheid van 75% (een object van 55%) of twee luchtvochtig-
heden van respectievelijk 25% en 75% werd opgeslagen. Enkele resultaten zijn in 
tabel 16 en fig. 6 vermeld. 
•/• besmette zaden 
•/•contaminated seeds 
• 3*C 25 V. RV 
O 10"C 25V. RV 
2'C 75 V. RV 
* 10"C 75V. RV 
•A3O0C 25V. RV 
" • 30°C 75 V. RV 
363 dagen 
days 
Fig. 6 Invloedvan de tempera-
tuur en de relatieve luchtvoch-
tigheid (RV) op de levensduur 
van Botrytis-sporen op lijn-
zaad. 100 zaden per bepaling 
( Ulster methode) 
Fig. 6 Influence of the tem-
perature and the relative air 
humidity ( RV) on the long-
evity of Botrytis spores on 
linseed. 100 seeds per deter-
mination ( Ulster method) 
Volgens de uitkomsten van de Ulster-methode blijven de sporen op het zaad langer 
in leven naarmate de temperatuur lager is. Bovendien blijven de sporen bij een 
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relatieve luchtvochtigheid van 25 % langer kiemkrachtig dan bij 75 %. De sporen kun-
nen dus een zekere mate van uitdrogen zeer goed weerstaan. Het vochtgehalte van het 
zaad was bij het begin van de proef (fig. 6) al laag - kleiner dan 10 % - en is bij 
3°C en een relatieve luchtvochtigheid van 25% al spoedig 6,1% geworden. Deze 
waarde is met de voornoemde omstandigheden ongeveer in evenwicht. 
Tabel 16 Invloed van temperatuur en relatieve luchtvochtigheid op de besmettingsgraad van lijnzaad 
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Table 16 Influence of the temperature and the relative air humidity on the degree of contamination of 
linseed with spores of Botrytis 
De bovengenoemde resultaten komen met de bevindingen van ANGELL en HILL 
(1931) overeen. Zij hebben aangetoond, dat de conidien van Bremia lactucae REGEL 
het langst in leven blijven bij een lage temperatuur en een lage luchtvochtigheid. 
Daarentegen toonden HENNEBERT en GILLES (1958) aan, dat de sporen van Botrytis 
uitdrogen slecht verdragen. Hoewel opzet en uitwerking van de proeven verschillen, 
blijven de tegenstrijdige resultaten merkwaardig. 
De snelheid waarmee de sporen op het zaad door een bewaren bij hoge temperatuur 
worden gedood, hangt dus sterk van de vochtigheid van de lucht af. Door een verblijf 
van het besmette zaad van 20 tot 30 dagen bij 30 °C en een luchtvochtigheid van 75 % 
daalt het besmettingsniveau meer dan 95%. Bij lagere temperaturen en bij lage lucht-
vochtigheden hebben de sporen echter een aanzienlijk langere levensduur. 
Op enkele gevallen na heeft de kiemkracht van het zaad bij de proef waarvan de 
resultaten in fig. 6 zijn vermeld, van het bewaren niet geleden. Alleen na het bewaren 
van het zaad gedurende 363 dagen bij 30 °C en een relatieve luchtvochtigheid van 75 % 
kiemde het zaad in het geheel niet meer. Door eenzelfde bewaarduur bij een luchtvoch-
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tigheid van 25% daalde de kiemkracht van het zaad niet. Bij 30 °C en genoemde rela-
tieve luchtvochtigheden is een vochtgehalte van het zaad van respectievelijk 10% en 
5 % in evenwicht. 
Uit het voorgaande (5.3.1 en 5.3.2) krijgt men de indruk dat volgens de Ulster-
methode de sporen buiten op het zaad op een behandeling met warme lucht bij een 
hoge relatieve luchtvochtigheid ongeveer gelijk reageren als het mycelium in het zaad. 
5.4 Vergelijking van methoden van gezondheidsonderzoek 
met lijnzaad 
In paragraaf 5.1 hebben wij gezien, dat er weinig overeenstemming is in de wijze 
waarop de aanwezigheid van pathogene fungi wordt bepaald. In het volgende zullen 
de uitkomsten van de Ulster- en de filtreerpapier-methode met elkaar worden ver-
geleken. 
Bij het uitvoeren van de Ulster-methode bleek, dat voor Botrytis een verandering in 
het voorschrift moet worden aangebracht. Het is beter om per schaal met een dia-
meter van 9 cm vijf in plaats van tien zaden uit te leggen. De schimmelkolonies die uit 
zaden in en op de agar groeien, vormen na 5 dagen een geheel, in tegenstelling tot 
bijvoorbeeld Ascochyta, waarbij de verschillende kolonies door een helder niet door-
groeid strookje gescheiden blijven. Wei ontstaat op de plaats waar de kolonies van 
Botrytis elkaar raken, vaak een extra dicht luchtmycelium, waardoor de afzonderlijke 
kolonies naderhand nog zijn aan te wijzen. Dit is echter niet steeds het geval. Een 
dergelijke cultuur kan zowel uit een als uit meerdere zaden zijn ontstaan. Ook met 
5 zaden per schaal kan dit al moeihjkheden geven, vooral als de schimmel na het uit-
leggen van de zaden zeer snel aanslaat, waardoor de voedingsagar in een minimum 
van tijd wordt overwoekerd. Om deze moeihjkheid te ontlopen zijn de tellingen steeds 
na 2, 3 en 5 dagen gedaan. De waarnemingen op verschillende dagen verschaffen ons 
een gegeven over de vitaliteit van de schimmel. Dit zal van buitengewoon praktische 
waarde blijken te zijn. 
De karakteristieken van het zaad die in de tweede kolom van tabel 13 zijn vermeld, 
werden op de ontvangstdatum van de monsters volgens de filtreerpapier-methode 
bepaald (zie ook tabel 17). Daarna werd het zaad bij 2°C opgeslagen. Omstreeks 
februari werden bewaarproeven gedurende 23 dagen bij verschillende temperaturen 
- o.a. 5 °C - uitgevoerd. Hieruit blijkt, dat bij het bewaren gedurende een aantal maan-
den bij lage temperatuur (2°-5 °C) het percentage geinfecteerde zaden voor D I is ge-
daald van 29 % tot 11 % voor DII van 33 % tot 17 % voor D III van 36 % tot 27 % 
en voor N 13 van 40% tot 25%. In deze tabel is ook te zien, dat deze daling des te 
sneller gaat naarmate de temperatuur hoger is. Volgens de Ulster-methode daalt het 
percentage aangetaste zaden in eerste instantie veel langzamer met stijgende tempera-
tuur dan volgens de filtreerpapier-methode, om na 23 dagen bij 40 °C eenzelfde resul-
taat te geven. Waardevol is de waarneming na 2 dagen bij de Ulster-methode. Deze 
cijfers illustreren een duidelijke daling van de vitaliteit van de schimmel bij stijgende 
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temperatuur (zie ook tabel 14). Verder zal blijken, dat hetzelfde kan worden gezegd 
voor het bewaren van lijnzaad bij een temperatuur ten opzichte van de duur van het 
bewaren. 
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*) Eigen bepalingen volgens de filtreerpapier-methode 
Our own examination by the filter paper method 
Table 17 Results of the Ulster and filter paper method with naturally infected seed, stored at 2° to 5°C 
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De resultaten van de Ulster-methode liggen bij 5 °C (zie tabel 13) ongeveer twee- tot 
driemaal, bij 30 °C zelfs 10 of meer malen zo hoog als de resultaten van de filtreer-
papier-methode. Binnen zekere grenzen geldt dus, dat hoe hoger de temperatuur is 
tijdens net bewaren, des te groter is het verschil tussen de resultaten van beide metho-
den. Dit blijkt een gevolg te zijn van een daling van de vitaliteit van de schimmel. Met 
de Ulster-methode worden dus alle aanwezige infecties aangetoond en met de filtreer-
papier-methode slechts de zeer vitale. Vandaar dat het percentage met Botrytis 
geiinfecteerde zaden bij het onderzoek van COLHOUN en MUSKETT (1948) zo langzaam 
daalt. 
Aangezien de verhouding 3:2 die volgens DE TEMPE (1958b) tussen de uitkomsten 
van de Ulster- en de filtreerpapier-methode bestaat, hier helemaal niet blijkt op te 
gaan, zijn van een aantal monsters alle beschikbare gegevens verzameld. Hiervan is in 
tabel 17 een gedeelte weergegeven. In deze tabel zijn de percentages door Botrytis ge-
infecteerde zaden - volgens beide methode bepaald - op verschillende tijdstippen in 
de periode van herfst 1958 tot herfst 1959 vermeld. De monsters waren gedurende die 
tijd bij lage temperatuur (2° tot 5 °C) opgeslagen. 
Er mag worden aangenomen, dat de verhouding 3:2 tussen de uitkomsten van res-
pectievelijk de Ulster- en filtreerpapier-methode inderdaad bestaat. DE TEMPE (1958 b) 
vraagt zich echter niet af of dit misschien slechts gedurende een bepaalde periode het 
geval is. Volgens de gegevens in tabel 17 moet dit inderdaad het geval zijn en wel in 
de herfst omstreeks oktober, omdat de genoemde verhouding naderhand steeds rui-
mer wordt. Aangezien van de zaadmonsters van oogst 1958 de bepalingen van e£n of 
beide methoden in oktober in de tabel ontbreken, kan slechts op grond van een schat-
ting worden vastgesteld dat in de herfst de verhouding 3:2 zeer reeel is. Dit wordt be-
vestigd door de bepalingen van de monsters van oogst 1959. Verder lijkt het waar-
schijnlijk, dat de resultaten van beide methoden vlak na het oogsten van het vlas gelijk 
zullen zijn. 
Uit tabel 17 volgt tenslotte nog uit de resultaten van de Ulster-methode na 2 en 5 da-
gen, dat de vitaliteit van de schimmel daalt met toenemende duur van bewaren. 
Resumerende komt het dus hier op neer. Het percentage geiinfecteerde zaden daalt 
gedurende het bewaren; volgens de Ulster-methode echter aanzienlijk langzamer dan 
volgens de filtreerpapier-methode. Vlak na het oogsten van het vlas zijn de resultaten 
van beide methoden waarschijnlijk gelijk. Daarna volgt een periode - de herfst - waarbij 
de resultaten van de Ulster- en filtreerpapier-methode zich ongeveer verhouden als 
3:2. Naarmate de tijd voortschrijdt, wordt het verschil tussen de resultaten van beiden 
gedurende een zeker tijdvak groter, waarbij de bovengenoemde verhouding 3:2 ver-
schuift naar 2:1,3:1,4:1 of naar een nog ruimere. Hetzelfde is het geval naarmate de 
bewaartemperatuur hoger is. De genoemde verhouding kan zelfs 10 tot 20:1 of nog 
ruimer worden. Wel dient er rekening mee te worden gehouden, dat zowel de snelheid 
waarmee de vitaliteit van de schimmel als de snelheid waarmee het absolute infectie-
niveau afneemt, voor verschillende partijen niet dezelfde behoeft te zijn en dat het zich 
in verschillende jaren niet in dezelfde mate behoeft te manifesteren. 
Deze resultaten zijn naderhand door DE TEMPE (1961, 1963) bevestigd. 
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Het bovenstaande kan in de praktijk zijn gevolgen hebben. Wanneer het per-
centage aangetaste zaden van oorsprong zeer laag is - zie in tabel 17: Madonna, 
oogst 1959 - zullen bij export van zaailijnzaad geen moeilijkheden optreden. Is het 
percentage geinfecteerde zaden echter hoog, dan kan een partij bijvoorbeeld volgens 
de filtreerpapier-methode voor export in aanmerking komen, maar volgens de Ulster-
methode niet. Naarmate het oorspronkelijke percentage hoger is, kunnen dergelijke 
moeilijkheden zich gemakkelijker voordoen. 
Het feit dat zich grote verschillen in de resultaten van beide genoemde methoden 
kunnen voordoen, maakt het des te belangrijker om te weten welke methode de beste 
resultaten voor de praktijk geeft. Alvorens hier nader op in te gaan moet eerst het 
volgende worden vermeld. 
Vergelijken wij in welke mate Botrytis in het jeugdstadium van de plant bij sterk 
geiinfecteerd zaad op het veld en in de kas optreedt, dan blijkt het niet mogelijk te zijn 
om zelfs onder koude vochtige omstandigheden in de kas in niet gestoomde - dus 
natuurlijke - grond een even sterke aantasting te verkrijgen als op het veld (natuurlijke 
grond) onder gunstige omstandigheden. In het laatste geval kan de aantasting zelfs 
zo hevig zijn, dat de teler tot omploegen van het gewas overgaat. Het bovengenoemde 
verschijnsel moet het gevolg zijn van een sterk antagonisme in de natuurlijke grond 
onder kasomstandigheden, terwijl ook de klimatologische omstandigheden in de kas 
niet dat typische karakter hebben van het klimaat buiten. 
Wanneer in de kas daarentegen gestoomde grond wordt gebruikt, openbaart de 
ziekte zich altijd in een mate die beter vergelijkbaar is met het optreden daarvan op 
het veld onder gunstige omstandigheden, dan wanneer in de kas natuurhjke grond 
wordt gebruikt. 
Bovengenoemde bevindingen hebben ertoe geleid - tenzij de proefopzet het anders 
eist - altijd gestoomde grond te gebruiken. Dit heeft tevens het voordeel dat zich zo 
weinig mogelijk neveneffecten, bijv. ten aanzien van de opkomst, zullen voordoen. 
Uit de tabellen 13 en 14 blijkt, dat de resultaten van de filtreerpapier-methode in het 
algemeen beter overeenkomen met het optreden van de ziekte na uitzaai van het zaad 
in gestoomde grond dan de resultaten van de Ulster-methode. Zoals reeds eerder ver-
meld, zijn in deze proeven alle voorzorgen genomen om een aantasting van plant naar 
plant zoveel mogelijk te voorkomen. In het bovengenoemde is duidelijk gemaakt, dat 
deze resultaten in gestoomde grond zonder meer op praktijkomstandigheden zijn over 
te brengen; bij een en dezelfde partij ligt het percentage planten dat van het zaad 
uit ziek wordt, op het veld niet boven dat bij gestoomde grond in de kas. 
Uit de tabellen 15 en 16 blijkt, dat de aanwezigheid van sporen op het zaad met de 
Ulster-methode altijd, maar met de filtreerpapier-methode in een van de twee ver-
melde proeven en dan nog slechts ten dele wordt aangetoond. In tabel 18 zijn alle 
beschikbare gegevens samengevat, waarmee het bovengenoemde met meer gegevens 
wordt gestaafd. 
Het verschil in uitkomsten tussen de Ulster- en de filtreerpapier-methode zou theo-
retisch gedeeltelijk veroorzaakt kunnen worden door een besmetting van het zaad met 
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Tabel 18 Resultaten van de Ulster- en de filtreerpapier-methode na verschillende besmettingen van 
twee zaadmonsters met sporen van Botrytis 
Zaadmonster 
seed lot — 
N 6 + sporen /spores 
N 6 + sporen/spores 
N 6 + sporen/'spores 
N 6 + sporen/spores 
N 7 + sporen/spores 
N 7 + sporen/spores 
N 7 + sporen/spores 
N 7 + sporen/spores 
N 7 + sporen/spores 
Aantal zaden 
number of seeds 
Percentage zaden met sporen van Botrytis besmet 
percentage of seeds contaminated with Botrytis spores 
Ulster-methode / Ulster method 
na 2 dagen 
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Table 18. Results of the Ulster and filter paper method after a contamination of the seed with spores of 
Botrytis 
sporen. Evenwel is reeds eerder aangetoond (zie onder 3.3.2), dat de natuurlijke aan-
tastmg een myceliuminfectie is. 
De slotconclusie luidt als volgt. Ten aanzien van Botrytis worden met de Ulster-
methode alle aanwezige (besmettingen en) infecties aangetoond, ook die welke na 
uitzaai te velde geen zieke planten zullen verwekken. Doordat de filtreerpapier-
methode alleen vitaal mycelium aanwijst, is deze methode van grote waarde voor 
de praktyk. Met nadruk moet worden vermeld, dat de nitslag van dit vergelijkende 
onderzoek voor andere schimmels en ook voor zaden van andere plantesoorten 
anders kan uitvallen. 
De bezwaren als 'tijdrovend' en 'de mate waarin het personeel getraind moet zijn', 
waarmee een bepaalde methode wel wordt veroordeeld (FREDERIKSEN, 1958), zijn geen 
steekhoudende argumenten. Een hoge mate van scholing is voor elke methode nood-
zakehjk. Bovendien mag men een bepaalde methodiek ten opzichte van een andere pas 
ydrovend noemen wanneer van beide methoden op een en hetzelfde zaadcontrole-
station met voor elke methode apart geschoolde waarnemers een tijdstudie is gemaakt. 
b S X h H \ a n / e ^ u w - Z e e l a ^ s e - en de Ottawa-methode zijn niet onderzocht; 
S * 1 1 ^ **** d a t h e t ^ voor het uitleggen met water in contact komt. 
Hierdoor zwelt de shjmhmd en barst open. Het is twijfelachtig of deze methoden voor 
het routme-onderzoek naar Botrytis geschikt zijn. 
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5.5 Nabeschouwing in verband met een warmtebehandeling 
van het zaad 
Van de dodende werking die een hoge luchttemperatuur op Botrytis in het zaad 
heeft (zie onder 5.3.1), kan gebruik worden gemaakt. Weliswaar zijn een warmwater-
behandeling (BAYLIS, 1941) en een warmtebehandeling in tetra-chloorkoolstof 
(CRUICKSHANK, 1954) voor lijnzaad uitgewerkt, maar deze bezitten grote nadelen, 
terwijl een behandeling met warme lucht gemakkelijk uitvoerbaar is. Temperaturen 
van 20° tot 30 °C komen voor toepassing in aanmerking. Daarbij dient de lucht bij 
voorkeur een vochtigheid te hebben die met het vochtgehalte van het zaad in even-
wicht is. Deze behandeling kan in de eerste plaats voor kwekers van belang zijn, 
vooral wanneer het gaat om kleine hoeveelheden zaad die zij bijvoorbeeld voor inter-
provinciale rassenproeven moeten inzenden. 
Voor de zaadhandel is met deze behandeling mogelijk ook iets te bereiken, vooral 
in jaren, zoals 1957 en 1958 waarin weinig gezond zaad beschikbaar is en sterk ge-
infecteerde partijen uitgezaaid moeten worden. De temperatuur in de zaadpakhuizen 
is tijdens de opslag van lijnzaad laag, des winters ongeveer 2°C. De temperatuur is er 
zodanig, dat het percentage geinfecteerde zaden en de vitaliteit van de schimmel niet 
verminderen. Een verhoging van de temperatuur dringt in een zak lijnzaad maar zeer 
langzaam door, zodat dit nauwehjks enig effect kan hebben. Daar in Nederland toch 
veel zaad kunstmatig wordt gedroogd, kan gedacht worden aan het opslaan van een-
maal opgewarmde partijen bij een hogere temperatuur dan gebruikelijk is, in elk geval 
niet beneden 20 °C. In de praktijk zal uitgemaakt moeten worden of dit mogelijk en 
economisch rendabel is. Het is te vergelijken met het gebruik van overjarig zaad, dat 
in de literatuur (GENTNER, 1923; WOLLENWEBER en STRAIB, 1943) wel wordt genoemd 
ter desinfectie. Een behandeling van het zaad met lucht van 20° tot 35 °C heeft, mits 
goed uitgevoerd, het voordeel dat het zaad er niet trager door opkomt, hetgeen bij 
overjarig zaad wel het geval is. 
Overigens is het voldoende het zaad zolang bij een bepaalde temperatuur te houden, 
dat met de filtreerpapier-methode geen of slechts weinig Botrytis wordt aangetoond. 
Het nog aanwezige levende mycelium kan met een aanvullende chemische ontsmetting 
worden geelimineerd. 
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6 Zaadontsmetting met chemische middelen 
6.1 Inleiding en literatuur 
Bij de bestrijding van de grauwe schimmel kan men in de eerste plaats trachten de 
oudere plant gezond te houden, waardoor ook het zaad vrij van de ziekteverwekker 
blijft. Deze wijze van bestrijden is gedeeltelijk door een reeks cultuurmaatregelen uit 
te voeren (zie onder 1.2 en 3.4). Zij zou met een of meer voorbehoedende bespuitingen 
van het gewas met een fungicide tussen de bloei en de oogst kunnen worden aange-
vuld. Het laatstgenoemde is uit economisch oogpunt niet goed uitvoerbaar in tegen-
stelling met de chemische zaadontsmetting. Deze zaadbehandeling wordt dan ook 
algemeen toegepast. 
Om na te gaan of de chemische ontsmetting van lijnzaad tegen de grauwe schimmel 
nog kon worden verbeterd, is deze wijze van bestrijden nader onderzocht. Aansluitend 
op het onderzoek van DEKKER (1957), waarbij met het antibioticum pimaricine bij 
erwten goede resultaten werden verkregen, is eerst in een vergelijkend onderzoek met 
reeds bestaande en nieuw aangeboden middelen nagegaan welk effect dit antibioticum 
op Botrytis bij lijnzaad heeft. Hierbij bleek, dat met sterk vluchtige kwikbevattende 
middelen altijd een zeer goede bestrijding kan worden verkregen (VAN DER SPEK, 
1958; 1960 b). Dit leidde tot een onderzoek over de dampwerking van een aantal in 
Nederland bekende kwikbevattende middelen, waarbij tevens middelen op andere 
basis werden betrokken. Weliswaar hadden KOLE en Hsu WEI TCHONG (1958) hier-
over tezelfder tijd enig onderzoek verricht, maar meer in verband met de methodiek 
van het onderzoek en bovendien niet ten opzichte van Botrytis bij lijnzaad. Vanaf 
omstreeks die tijd zijn verder nog publicaties verschenen van LINDSTROEM (1958, 
1959, 1961) over de dampwerking van het vloeibare kwikbevattende middel Panogen, 
dat ook op de Nederlandse markt wordt aangeboden. 
Van de laatstgenoemde en soortgelijke zaadontsmetters is de wijze waarop het mid-
del toegediend kan worden, onderzocht. 
Vanwege het feit dat men in het bijzonder na een ontsmetting met een vloeibaar 
kwikbevattend middel wel eens een droogontsmetter op een andere basis en met een 
andere werking toepast - bijvoorbeeld bij geexporteerd zaad in het land van bestem-
ming -, is deze 'dubbele ontsmetting' voor Botrytis bij hjnzaad bestudeerd. 
Aangezien het uit de literatuur bekend is, dat uitwendige omstandigheden na het 
zaaien invloed op het effect van de ontsmetting kunnen hebben (RICHARDSON, 1954; 
KRZYSZTALOWSKA, 1957; en anderen), is deze invloed voor wat betreft de neerslag 
bij hjnzaad onderzocht. 
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Tevens is in verband met de hernieuwde belangstelling voor kwikbevattende zaad-
ontsmetters een onderzoek naar nun fytotoxiciteit ingesteld. 
De ontsmetting van het zaad heeft tot doel de ziekten die met het zaad overgaan, te 
bestrijden en een goede opkomst van het vlas te verzekeren. Door de bouw en de 
bovengrondse ontkieming van het zaad is het eerstgenoemde bij vlas belangrijker dan 
het laatste. Als de chemische ontsmetting een volledige bestrijding van de jeugdfase 
van de grauwe schimmel geeft, wordt een holle stand van het gewas voorkomen, 
terwijl op het perceel zelf geen inoculum voor de aantasting van de oudere plant aan-
wezig is. Hierbij kan worden opgemerkt, dat een holle stand die door uitbreiding van 
de ziekte van plant naar plant ontstaat, niet door een bespuiting van de kiemplanten 
met een fungicide kan worden voorkomen (ANONYMUS, 1957; en eigen veldonderzoek). 
Dit is begrijpelijk, omdat de uitbreiding van de jeugdziekte niet door middel van 
sporen plaats heeft, maar op een wijze zoals onder 3.3.4 is beschreven. 
De zaadontsmetting met chemische middelen is in het begin van de twintigste eeuw 
in zwang gekomen. Deze behandeling heeft zich lange tijd tot granen beperkt, hoewel 
onder andere LAFFERTY in 1920 reeds formaldehyde, kopersulfaat en mercurichloride 
op hun werking tegen Polyspora lini in lijnzaad heeft onderzocht, en WESTERDIJK in 
1918 en SCHOEVERS in 1923 ook al over het ontsmetten van vlaszaad spreken. 
De eerste fabriekmatige zaadontsmetters, die voor granen gemaakt zijn, hadden or-
ganische kwikverbindingen als werkzaam bestanddeel. Als gevolg van een verandering 
in gehalte, chemische samenstelling en formulering hebben de kwikbevattende mid-
delen zich tot op heden gehandhaafd naast een reeks van middelen op andere basis 
die tegenwoordig ter beschikking staan. Van meer recente datum is de ontwikkeling 
van de antibiotica, die echter op het gebied van de zaadontsmetting nog in een stadium 
van onderzoek verkeert. 
In het begin van de ontwikkeling van de zaadontsmetters - dit zijn dus de kwik-
bevattende - was alleen een behandeling mogelijk met zoveel vloeistof dat het zaad 
naderhand moest worden gedroogd. Via middelen die in meer geconcentreerde vorm 
en met minder vloeistof konden worden toegepast, zijn omstreeks het midden van de 
twintigste eeuw de droogontsmetters ontwikkeld (DILLON en BOOER, 1935; BABEL, 
1935). Na de 'Oelbeize' van GASSNER (1943) zijn vloeibare kwikbevattende middelen 
gefabriceerd die in dezelfde kleine hoeveelheid kunnen worden toegediend als de 
droogontsmetters (ZADE, 1943, uit LINDSTROEM, 1961), zodat men van de aanwezige 
vloeistof, die bovendien vluchtig is, maar heel weinig merkt. 
Na het ontstaan van de droogontsmetters was het pas mogelijk om lijnzaad in de 
praktijk te ontsmetten. Door de aanwezigheid van een slijmepidermis is een natte 
behandeling moeilijk uitvoerbaar. Mede om deze reden heeft het ontsmetten van lijn-
zaad bijvoorbeeld in Ierland pas in de tweede wereldoorlog (MUSKETT, 1953) en m 
Nederland eerst kort daarna (FRIEDERICH, 1955) algemeen ingang gevonden. 
In Amerika worden in streken waar olievlas wordt verbouwd kwikbevattende mid-
delen voor het ontsmetten gebruikt (MACHACEK en BROWN, 1925; REITZ, et al, 1947; 
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gepropageerd (CASS SMITH en HARVEY, 1946). Volgens MUSKETT (1953) heeft thiram 
in het algemeen tegen ziekten die met het zaad overgaan -inclusief Botrytis - een goed 
effect. In Nieuw-Zeeland is men dezelfde mening toegedaan (CRUICKSHANK en JACKS, 
1953). In Denemarken worden voornamelijk kwikbevattende middelen gebruikt 
(FREDERIKSEN, 1953). In Frankrijk heeft ANSELME (1957) vastgesteld, dat een ontsmet-
ting met organisch gebonden kwik de voorkeur verdient, maar alleen dan mogelijk is, 
wanneer het zaad direct wordt uitgezaaid. Is dit niet het geval, dan moet ontsmetting 
met thiram worden uitgevoerd. Volgens DARPOUX en PONCHET (1957) moet wat be-
treft Botrytis thiram worden aanbevolen. In Nederland werd het lijnzaad v66r 1950 
met kwikbevattende middelen ontsmet. Toen daarna de middelen op basis van thiram 
hun intrede deden, zijn deze voornamelijk gebruikt (VEENENBOS, 1955; DE TEMPE, 
1955; ANONYMUS, 1956 en 1957). De medeoorzaak van deze verandering is waarschijn-
lijk een vrij veel voorkomende dorsbeschadiging van het zaad, zodat de 'zaadont-
smetters' op basis van kwik toxisch werkten en de 'zaadbeschermers' op basis van 
thiram een gunstig effect hadden. 
Deze dorsbeschadiging wordt blijkens een onderzoek van het voormalige NE.V.I. 
teweeggebracht door een slechte afstelling van de bollenbrekers (KOOPMAN en 
KUISENGA, 1952; VAN ES, 1961). Bij een betere afstelling komt deze thans niet veel 
meer voor (KOOPMAN, 1955, 1956; VAN ES, 1961). 
6.2 Materiaal en methodiek 
Kleine hoeveelheden zaad zijn ontsmet door de gewenste hoeveelheid van een middel 
bij het zaad in een zalfpotje te voegen en het potje vervolgens gedurende 10 minuten 
aan een roterende as rond te draaien. Een voorbehandeling van dit potje vond plaats 
door dezelfde hoeveelheid van het middel aan willekeurig zaad toe te voegen, dat na 
schudden werd verwijderd. Men mag aannemen, dat de gewenste dosering op deze 
wijze wordt verkregen. 
Hoeveelheden zaad van 0,5 en 1 kg zijn door schudden en draaien in een bus, nog 
grotere hoeveelheden in een ontsmettingstrommel behandeld. 
De vloeibare ontsmettingsmiddelen zijn op dezelfde wijze toegepast als de droog-
ontsmetters, alleen met dit verschil dat hierbij het zaad en het middel gelijktijdig in 
potje, bus of trommel zijn gebracht. 
De gebruikte zaadontsmettingsmiddelen zijn in tabel 19 weergegeven. Van een aantal 
middelen kan het werkzame bestanddeel of het gehalte hiervan niet of niet precies 
worden vermeld. 
Inzake de gebruikte grond, het gebruikte zaad, de temperatuur, de plantenbestraling 
en de wijze van zaaien geldt hetzelfde als onder 5.2 is weergegeven. Met nadruk zij 
hier vermeld, dat zaad gebruikt is zonder of slechts met lichte dorsbeschadiging. 
De conclusies inzake de chemische zaadontsmetting van lijnzaad zijn gebasseerd op 
een veertigtal kasproeven, gevolgd door een reeks veldproeven. De kasproeven zijn 
steeds met 400 zaden per object uitgevoerd. 
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Bij vrijwel alle proeven is een thirambevattend middel als vergelijkingsobject gebruikt, 
omdat bij het begin van het onderzoek dergelijke middelen vooral werden aanbevolen. 
Tussen de verschillende handelsprodukten op deze basis is weinig of geen verschil in 
effectieve werking, zodat Aatiram als vertegenwoordiger van deze groep kan worden 
genomen. 
De bij het fungicide-onderzoek gebruikte Aspergillus-agarplaten bestaan uit aard-
appel-glucose-agar waarin zich 500 000 sporen van Aspergillus niger per ml bevinden. 
Deze schimmel groeit zo snel, dat de resultaten reeds na een dag kunnen worden 
afgelezen. 
6.3 Vluchtigheid en dampwerking van zaadontsmettingsmid-
delen 
In de inleiding van hoofdstuk 6 is reeds opgemerkt, dat een aantal goed werkende 
organische kwikbevattende middelen vluchtig zijn, zodat een onderzoek over de 
dampwerking ervan ten opzichte van Botrytis is gewenst. Alle fungiciden zonder damp-
werking zullen hun werking pas na het zaaien van het ontsmette zaad uitoefenen. 
GASSNER (1927) spreekt in dit geval van een 'secundair' ontsmettende werking. Fungi-
ciden met een dampwerking kunnen daarentegen in de periode tussen de behandeling 
en het uitzaaien reeds ontsmettend werken (HILTNER, 1930; LEHMAN, 1943; LEUKEL, 
1949; KOEHLER en BEVER, 1950; HANSING, 1953; ARNY en LEBEN, 1954). Zij hebben 
gedurende deze tijd een 'primair' ontsmettende werking, een uitdrukking die GASSNER 
(1927) voor de desinfectie tijdens een natte behandeling bezigt. In het volgende wordt 
het onderzoek naar de vluchtigheid van een aantal wel en niet kwikbevattende mid-
delen en in het bijzonder het onderzoek naar hun dampwerking beschreven. De voor 
dit doel bestemde methoden zoals die van GASSNER (1951 a) en van ZOGG (1954), zijn 
bij Botrytis als toetsschimmel niet bruikbaar. De methode van BRAVENBOER (1953) is 
vooral in verband met het onderzoek naar de mogelijkheden van een 'dubbele' ont-
smetting (zie onder 6.7.1) niet geschikt. Daarom is een eigen methodiek ontwikkeld, 
die onder 6.3.2. zal worden beschreven. 
6.3.1 Bepaling van de vluchtigheid met behulp van ontsmet zaad op As-
pergillus-agarplaten 
De dampwerking van een middel wordt mede bepaald door de vluchtigheid van het 
werkzame bestanddeel, zodat een indruk hiervan belangrijk is. 
Methodiek. Door op Aspergillus-agarplaten zaden uit te leggen die bijvoorbeeld 
30 dagen en vlak voor het uitleggen zijn ontsmet, is een indruk over de vluchtigheid te 
verkrijgen. Het verschil in de omvang van de remmingszones van beide objecten na 
een verblijf der platen gedurende een etmaal bij 24 °C, is een maat voor de vluchtigheid 
van het middel. De flesjes waarin de zaden van vlas zich bevinden die minstens 30 
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dagen bij 15 °C werden bewaard, mogen niet hermetisch afgesloten en geheel gevuld 
zijn. 
Resultaten. Van de onderzochte kwikbevattende middelen (zie plaat VIII) blijken 
Aagrano '48-droog en Panogen sterk vluchtig te zijn, terwijl van Ceresan-nieuw 
weinig is te zeggen, omdat de remmingszones zo klein zijn. Germisan-droog is volgens 
deze methodiek niet vluchtig, het thirambevattende middel Aatiram evenmin. Van de 
kwikcomponent van het gemengde middel Aamertam (kwik en thiram) is niets te 
zeggen, aangezien het effect van thiram dat van de kwikverbinding overdekt. 
6.3.2 Bepaling van de dampwerking met behulp van het middel op hor-
logeglaasjes 
Volgens deze methode is de dampwerking van verschillende middelen vastgesteld ten 
opzichte van mycelium van Botrytis en ten opzichte van kiemend lijnzaad. Beide zul-
len achtereenvolgens worden besproken. 
Dampwerking ten opzichte van mycelium van Botrytis 
Methodiek. Voor dit doel is de volgende methode ontwikkeld. Deze bestaat uit een 
groeiremmingstoets, een Aspergillus-agarplaattoets en een vitaliteitstoets (zie fig. 7). 
Hij wordt daarom hier kortheidshalve de G.A.v.-methode genoemd. 
Bij de groeiremmingstoets worden jonge cultures van Botrytis bij verschillende tempe-
raturen aan de eventuele damp van het te onderzoeken middel blootgesteld. De 
petrischalen die hier worden gebruikt, hebben een geslepen rand en zijn glad afgewerkt, 
waardoor zij goed sluiten. De slijmager is bereid met slijm van de epidermis van lijn-
zaad. Deze voedingsbodem is gekozen, omdat Botrytis in lijnzaad ook van deze stoffen 
moet leven en het ontsmettingsmiddel hiermee ook in contact komt. Het slijm wordt 
verkregen door 500 g lijnzaad in 2 liter water gedurende 20 minuten te roeren. Na 
ongeveer 15 uur wordt het slijm van de overige massa door centrifugeren afgescheiden. 
Vervolgens wordt het slijm in een waterbad of autoclaaf met losse deksel tot ongeveer 
95 °C verwarmd. Daarna wordt er 2 % agar, opgelost in zo weinig mogelijk water van 
ongeveer 95 °C, aan toegevoegd. De slijmagar wordt tweemaal met een tussentijd van 
24 uur gedurende 10 minuten bij een druk van 1 atmosfeer gesteriliseerd. 
De petrischalen kunnen 90 g lijnzaad bevatten. Bij een dosering van 3 g of 3 ml per 
kg komt dit neer op 270 mg of 0,27 ml per schaal. Deze hoeveelheid wordt daarom in 
de horlogeglaasjes gebracht. 
Door de groeimetingen van de proefbehandelingen en die van de betreffende con-
trolebehandelingen tegen de tijd grafisch uit te zetten, zijn de resultaten zonder meer 
af te lezen. Een elkaar overdekken van de lijnen - dat wil zeggen geen groeiremming -
wijst op het ontbreken van dampwerking, een divergeren van de lijnen - dat wil zeggen 
wel groeiremming - wijst op dampwerking. 
Met de Aspergillus-agarplaattoets kan worden nagegaan hoeveel damp in de agar is 
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groeiremmingstoets, dit is ongeveer 14 dagen na het inzetten van deze toets wanneer 
ook bij de laagste temperatuur (5 °C) het mycelium bij de controle de rand van de 
schaal heeft bereikt. De Aspergillus-agarplaten worden gedurende e6n etmaal bij 
24 °C gezet, waarna de omvang van de remmingszones rondom de ponsstukjes wordt 
vastgesteld. Deze gegevens kunnen worden gebruikt bij de interpretatie van de resul-
taten van de vitaliteitstoets en geven eveneens een indruk van de vluchtigheid van het 
onderzochte middel. 
Bij de vitaliteitstoets worden na afloop van de groeiremmingstoets ponsstukjes agar 
met mycelium van Botrytis overgebracht op aardappel-glucose-agarplaten om te zien 
of het mycelium groei vertoont. Wanneer de schimmel in de groeiremmingstoets de 
agar geheel heeft overgroeid, worden de 5 stukjes op dezelfde wijze als bij de Asper-
gillus-agarplaattoets radiaal uitgeponst en in eenzelfde volgorde overgebra ht. Wan-
neer de groei echter gering is, worden de 5 stukjes van de rand van de kolonie geno-
men. De snelheid en de mate waarin op de aardappel-glucose-agar kolonies uitgroeien, 
zijn een maat voor de dampwerking. 
Resultaten. Fig. 8, plaat IX en tabel 20 geven de resultaten van deze methode weer. 
De 'dubbele' ontsmettingen zullen onder 6.7 worden besproken. 
Aagrano '48-droog en Panogen remmen bij alle temperaturen de schimmelgroei geheel. 
Zij behoren tot de kwikbevattende middelen met een goede dampwerking. Ook 
Ceresan-nieuw blijkt onder de gegeven omstandigheden een goede dampwerking te 
bezitten. Deze resultaten worden door die van de vitaliteitstoets bevestigd; de schim-
mel is bij alle temperaturen door de damp van deze drie kwikbevattende middelen 
Tabel 20 Resultaten van de vitaliteitstoets van de G.A.V.-methode betreffende de dampwerking van 
middelen en betreffende het combineren van organische kwikverbindingen en thiram. De schimmel is 
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Table 20 Results of the viability test of the G.A.V. method relating to the vapour action of fungicides 
and the combination of organic mercury containing chemicals and thiram. The fungus is alive ( x ) 
or dead (f) in the 5 disks punched out the agar 
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Fig. 8 Resultaten van de groeiremmingstoets van de G.A. V.-methode betreffende de dampwerking van 
middelen en betreffende het combineren van organische kwikverbindingen en thiram 
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Bij alle temperaturen groeide Botrytis cinerea niet of vrijwel niet wanneer het horlogeglas 
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There was no or practically no growth o/Botrytis cinerea at all temperatures if watch glass 
contained: AAgrano, Ceresan or Panogen and AAgrano + AAtiram, Ceresan + AAtiram 
or Panogen + AAtiram 
ZgtideTJtd t'he TtH inhfM°n ^ °f tHe G-AV- tmth0d rdatin* » the »*«* «**» <* fungicides and the combination of organic mercury-containing chemicals and thiram 
84 
gedood. Germisan-droog is alleen bij 20 °C zo vluchtig dat de schimmelgroei al spoe-
dig geheel wordt geremd. In de vitaliteitstoets blijkt, dat de schimmel in dit geval 
dood is. Voor lagere temperaturen geldt, dat hoe lager deze is des te geringer is de 
remming van de groei van het mycelium. Ook in de vitaliteitstoets komt dit naar vo-
ren. Bij 15 °C blijkt de schimmel nog alleen aan de rand levend te zijn, dat wil zeggen 
op de plaats die het verst van het horlogeglas met zaadontsmetter is verwijderd. Bij 
10 °C is de schimmel alleen boven het horlogeglas dood, bij 5°C is zij in de gehele 
schaal levend. Vermeldenswaard is, dat van het 5°C-object uit ponsstukje 1 pas myce-
lium is gaan groeien, nadat de schaal eerst 4 dagen bij ongeveer 23 °C en vervolgens 
5 dagen bij ongeveer 3 °C had gestaan. 
Ook Aatiram vertoont merkwaardigerwijs volgens de groeiremmingstoets een damp-
werking. Bij het vergehjken van verschillende monsters Aatiram is echter gebleken, 
dat dit niet altijd het geval is, zodat deze dampwerking het gevolg moet zijn van ver-
ontreinigingen die nu en dan aanwezig zijn. Aamertam vertoont bij het vergelijken 
van verschillende monsters in de groeiremmingstoets soms eveneens een dampwerking. 
Deze zal ook door verontreiniging van de thiram zijn veroorzaakt, zodat de kwik-
component geen dampwerking bezit. Wanneer in een proef Aamertam een geringere 
dampwerking heeft dan Aatiram, zou men dus hieruit abusievelijk de conclusie kun-
nen trekken, dat er bij Aamertam een reactie heeft plaats gehad tussen de kwikcom-
ponent en thiram (zie onder 6.7). 
Bij de Aspergillus-agarplaattoets blijkt de sterke vluchtigheid van Aagrano '48-droog 
en Panogen uit de grootte van de remmingszones. Hun goede dampwerking hebben zij 
mede Tiierjuin fe dfiTilccii 
De vluchtigheid van Ceresan-nieuw is volgens de Aspergillus-agarplaattoets afhan-
kelijk van de temperatuur, hetgeen bij de gebruikte dosering noch bij Aagrano '48-
droog noch bij Panogen het geval is. Dit duidt erop, dat hoewel de dampwerking van 
deze drie zaadontsmetters volgens de groeiremmingstoets gelijk schijnt te zijn, de 
dampwerking van Ceresan-nieuw waarschijnlijk geringer is dan die van Panogen en 
Aagrano '48-droog. Dit wordt bevestigd door de resultaten die in de volgende para-
grafen worden vermeld. De uitkomsten van de Aspergillus-agarplaattoets aangaande 
de vluchtigheid van Germisan-droog zijn geheel in overeenstemming met die van de 
andere twee toetsen van deze methode aangaande de dampwerking. Hoe hoger de 
temperatuur is, des te groter is zowel de vluchtigheid als de dampwerking. Volgens de 
Aspergillus-agarplaattoets blijken noch Aatiram noch Aamertam vluchtig te zyn. 
Op dezelfde wijze is een onderzoek uitgevoerd naar een eventuele dampwerking van 
473 A op basis van organisch gebonden kwik, van Orthocide-75 op basis van captan 
en van Phygon en Spergon op basis van een gechloreerd chinon 473 A heeft eenzelfde 
dampwerking als Ceresan-nieuw (vergelijk resultaten onder 6.7.1 en 6.3.2). Orthocide-
75 en Phygon veroorzaken geen groeiremming bij de groeiremmingstoets en geen rem-
mingszones bij de Aspergillus-agarplaattoets, terwijl de schimmel bij de vitahteitstoets 
bij alle temperaturen levend blijkt te zijn. Orthocide-75 en Phygon hebben geen damp-
werking, omdat zij niet vluchtig zijn. Met Spergon stagneert de schimmelgroei by 
20°C in de groeiremmingstoets na 6 dagen, terwijl de totale groei op dat ogenbhk 
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slechts zeer gering is geweest. Bij de andere temperaturen treedt een geringe groei-
remming op, die kleiner is naarmate de temperatuur lager is. De Aspergillus-agar-
plaattoets geeft alleen bij 20 °C remmingszones te zien, die groter zijn naarmate het 
stukje agar meer naar het centrum van de schaal is uitgeponst. Bij deze temperatuur 
is de schimmel volgens de vitaliteitstoets in de gehele schaal dood, bij de overige tem-
peraturen is hij nog levend. Spergon heeft dus een zekere dampwerking. 
Dampwerking ten opzichte van kiemend lijnzaad 
Methodiek. De dampwerking van zaadontsmettingsmiddelen is ook met behulp van 
kiemende zaden vast te stellen. De dampwerking wordt hier voornamelijk bepaald 
door de vluchtigheid van het werkzame bestanddeel en de fytotoxiciteit van de damp. 
Bij deze methode worden de zaden in duplo op vochtig filtreerpapier rond een hor-
logeglas met en zonder (controle) het te onderzoeken middel in goed sluitende petri-
schalen gelegd. De hoeveelheid middel is weer op dezelfde wijze als onder 6.3.2 aan-
gegeven, berekend. Door een reeks schalen in te zetten waarbij de hoeveelheid middel 
in het horlogeglas steeds weer de helft is van die in de voorgaande schaal, is nog een 
duidelijker beeld van de dampwerking te verkrijgen. De schalen werden bij 15°C 
geplaatst. 
Resultaten. De onderzochte middelen zijn de nummers 1 tot en met 9 in de eerste 
kolom van tabel 21. In de gevallen 1 tot en met 6 geeft het middel een damp die de 
Tabel 21 Dampwerking van onderzochte middelen 
Dampwerking / vapour action 
Zaadontsmettingsmiddelen 
fungicides 
1. Aagrano '48-droog / -dry 
2. Aabiton-vloeibaar / -liquid 
3. Panogen (vloeibaar / liquid) 
4. Aabiton-droog / -dry 
5. Ceresan-nieuw (droog / dry) 
6. 473 A (droog / dry) 






volgens / according 
G.A.V.-methode 
sterk / high 
sterk / high 
matig / moderate 
matig / moderate 
gering / slight 
geen / none 
geen / none 
geen / none 
geen / none 
zeer gering / very slight 
volgens methode 
met kiemend zaad 
according method 
with germinating seed 
sterk I high 
sterk / high 
sterk / high 
matig / moderate 
gering / slight 
gering / slight 
geen / none 
geen / none 
geen / none 
Table 21 Vapour action of chemicals examined 
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kieming van het zaad in meerdere of mindere mate schaadt. De damp van Aagrano 
'48-droog (1) doodt de kiem, zodra het worteltopje te voorschijn komt. Bij de damp 
van Aabiton-vloeibaar (2) kiemt het zaad iets verder, maar heeft een verdikking van 
het worteltje plaats. De damp van Panogen (3) veroorzaakt hetzelfde, hoewel de kie-
ming beter is dan bij 2. Aabiton-droog (4) veroorzaakt onder deze omstandigheden 
nog minder, hoewel duidelijk zichtbare schade. De damp van 473 A (6) geeft evenals 
die van Ceresan-nieuw (5) vrijwel geen schade. Germisan-droog (7) heeft onder deze 
omstandigheden geen invloed op de ontkieming, Aamertam (8) en Aatiram (9) even-
min. Hieruit is af te leiden (zie laatste kolom tabel 21), dat Aagrano '48-droog, 
Panogen en Aabiton-vloeibaar een sterke, Aabiton-droog een matige en Ceresan-
nieuw en 473 A een geringe dampwerking hebben. Germisan-droog heeft volgens deze 
methode geen dampwerking, Aamertam en Aatiram evenmin. 
Door de hoeveelheid van een middel op het horlogeglas te verminderen, wordt de 
kiembeschadiging, dus de dampwerking geringer. Zo is gebleken, dat de damp van een 
tienmaal kleinere dosis als boven is aangegeven bij 15 °C voor Panogen niet, maar voor 
Aagrano '48-droog nog wel fytotoxisch is. Dat wil zeggen in het eerste geval geen en 
in het tweede geval wel dampwerking. Hieruit volgt, dat de dampwerking van Panogen 
onder deze omstandigheden iets kleiner is dan die van Aagrano' 48-droog. 
6.4 Discussie 
Alvorens tot een discussie te komen, moet aangaande de dampwerking eerst het 
volgende globale overzicht worden gegeven. 
De dampwerking van een middel wordt bepaald door de vluchtigheid van en het 
gehalte aan werkzaam bestanddeel, de fungi- respectievelijk fytotoxiciteit van zijn 
damp en de diffiisie van de damp in het substraat. Over het laatstgenoemde is wemig 
bekend. De mate van vluchtigheid van het werkzaam bestanddeel hangt af van de 
fysische en chemische samenstelling. Dit geldt eveneens voor zijn fungi- respectievelijk 
fytotoxiciteit, hoewel deze eigenschappen volgens GASSNER (1951 b) door de draagstof 
kunnen worden gewijzigd. Hoe de fungi- en fytotoxiciteit van het werkzaam bestand-
deel ten opzichte van elkaar liggen, wordt uitgedrukt in de 'Chemotherapeutische 
Index', die de verhouding weergeeft van de 'dosis curativa' en de 'dosis toxica (c/t) 
(GASSNER en ESDORN, 1923; GASSNER, 1951b), of zo men wil de 'Chemoprofylac-
tische Index' (SCHMIDT, 1956). 
Een organische kwikverbinding is voor te stellen door de algemene formule R-Hg-X, 
waarin R de C-substituent en X het organische of anorganische zuur radicaal is. De 
C-substituent bepaalt de vluchtigheid en de biologische activiteit van de verbinding in 
hoge mate. Methyl-kwikverbindingen zijn zeer sterk, ethylkwikverbindmgen iets 
minder vluchtig. Zij hebben beide een gunstige c/t. Propyl- en butylkwikverbindingen 
zijn weer iets minder vluchtig, hebben een goede fungicide werkmg maar zyn relatief 
sterk fytotoxisch. Methoxyethyl- en phenyl-kwikverbindingen zyn eveneens minder 
vluchtig dan methylkwikverbindingen. De eerstgenoemden hebben zowel een hogere 
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dosis curativa als dosis toxica, terwijl bij de laatstgenoemden beide grootheden dicht 
bij elkaar liggen (GASSNER, 1951 b). De invloed van het radicaal X op de vluchtigheid 
van de kwikverbindingen ligt ingewikkelder dan die van de C-substituent (PHILLIPS 
et al, 1959) en is meestal van minder groot belang voor de biologische activiteit. 
In tabel 21 zijn de resultaten van de methoden die onder 6.3.2 zijn beschreven 
samengevat. Hierbij zijn de middelen volgens afname in dampwerking gerangschikt' 
Uit de resultaten onder 6.3.1 mag voor Panogen en Aagrano '48-droog niets omtrent 
een verschil m vluchtigheid worden afgeleid. Zij hebben immers volgens tabel 19 een 
verschillend gehalte, terwijl hun damp volgens de resultaten onder 6.3.2. een verschil-
lende toxiciteit bezit; het laatste blijkt ook uit hun chemische samenstelling. Op grond 
van hun fyS1sche en chemische samenstelling moet worden aangenomen, dat Panogen 
v uchtiger is dan Aagrano '48-droog. Weliswaar schijnt volgens de Aspergillus-agar-
plaattoets van de G.A.v,methode (zie onder 6.3.2) het omgekeerde het geval te zijn, 
maar dit is mede een gevolg van de grotere toxiciteit van Aagrano '48-droog vergeleken 
met Panogen. 
Over de vluchtigheid van Ceresan-nieuw was onder 6.3.1 weinig te zeggen, waar-
schunhjkomdatdeactievestofslechtvanhet zaadoppervlak in de agar diffundeert. 
Eenmaal m de waterfase gekomen, gaat het aanzienlijk beter (zie onder 6.3.2: Asper-
gillus-agarplaattoets). Dit geldt overigens voor meer middelen, bijvoorbeeld voor 
Aagrano 48-droog. Een mede-oorzaak kan tevens een onstabiliteit van de werkzame 
stoi in de zure agar zijn. 
Het werkzaam bestanddeel van Germisan-droog zou volgens de resultaten onder 
6.3.1 met, maar volgens de CA.v.-methode wel vluchtig zijn. De oorzaak vanheteerst-
genoemde is een te geringe afname van de hoeveelheid werkzaam bestanddeel op het 
zaad gedurende het bewaren ten gevolge van de geringe vluchtigheid, waardoor hier 
geen afname m de omvang van de remmingszones optreedt 
J S ^ W 7 H S t ; r k 7 e d^fWerking h C b b e n V e d a l e e n -ethylkwikverbinding als 
J t ^ n T f ^ h h e n V ° l g e n S °ASSNER ( 1 9 5 1 b) fytopathologisch gezien 
bezwaa T f " ^ ^ ^ vlucMgheid, die voor de mens een 
X T a l M47 I n t ^ l t V 6 r I a g e n d ° ° r Cen j u i s t e k e u z e ™ h * zuur radicaal 
De m d d l n mt ' TVT* ****** "* ™ V e r I a ^ van de dampwerking. 
Wt^^^Tr?? dTP™kiag k°men Z o w e l b* d e o.A.v,methode als 
vLchmende
 maTe l V P T u*™** "»* * * * a I s Z o d a n i S te voorschijn. Hun 
Lh , tn \ f kiembeschadiging bij de laatste methode is een gevolg van ver-
^ Z ^ Z ^ T ^ V - ^ W e ^ b - ^ l 8 e n een verschil 
d f m p t X n f b t 8 i Z t T d i e / ° l g e n S ^ G — o d e een matige tot geringe 
r^^^^^^r^ribehuip T kiemed zaad aitijd 
o r ^ ^ ^ - ^ i ^ ^ ^ ^ ^ ^ veroorzaakt door het verschil in 
gemeten Hun min,w
 e7 ? P " t e ° ° p z i c h t e waa™*n de dampwerking wordt 
^ Z ^ l n Z ^ Z l ^ m?:1kin8 bCrUSt dlkWiJ1S ° P geri^ere v l u c h ^ h e i d > 
voigens de CA.v.-methode een zeer geringe dampwerking. Dit 
is niet verwonderlijk, omdat het werkzame bestanddeel sublimeert (MARTIN en 
MILES, 1952). 
Middelen die een niet vluchtig werkzaam bestanddeel bevatten, hebben geen damp-
werking, volgens welke methode deze ook wordt bepaald. KOLE en SHU WEI TCHONG 
(1958) hebben ten opzichte van Glomerella cingulata-sporen in tegenstelling met de 
hier vermelde resultaten voor Aamertam bij 23 °C een geringe dampwerking geregi-
streerd. Gezien het afwijkende beeld van hun remmingszones lijkt het waarschijnlijk, 
dat dit het gevolg is van een verontreiniging van de thiram-component. 
Bij de gegeven dosis zaadontsmettingsmiddel hangt de intensiteit van de dampwer-
king alleen bij weinig en matig vluchtige middelen van de temperatuur af. 
De gegevens van de G.A.v.-methode in tabel 21 zijn in verband met de bestrijding van 
Botrytis in het zaad het belangrijkst. In hoeverre van de hier gevonden dampwerking 
bij het ontsmetten van lijnzaad tegen Botrytis kan worden gebruik gemaakt, zal in de 
volgende paragrafen blijken. Toetsing van de middelen in vivo blijft in elk geval 
noodzakelijk. Op zaden gebracht kan het werkzame bestanddeel van de kwikbevat-
tende middelen soms hydrolyseren of in reactie treden met stoffen die in de zaadhuid 
aanwezig zijn (LINDSTROEM, 1961), terwijl over de diffusie in de zaadhuid van lijnzaad 
weinig bekend is. 
6.5 Pimaricine en gangbare zaadontsmettingsmiddelen 
Bij de uitkomsten van de zaadontsmettingsproeven die in dit hoofdstuk zullen wor-
den besproken, is bij het vergelijken van het effect van de middelen onderling niet 
slechts op de resultaten op de laatste teldatum gelet, maar tevens op het verloop van 
het percentage zieke planten. Het percentage opgekomen planten is bij verschillende 
behandelingen van een proef doorgaans zo gelijkmatig, dat de middelen meestal 
kunnen worden vergeleken op grond van het percentage zieke planten na de opkomst. 
Alleen het onbehandelde zaad kiemt veelal slechter. 
6.5.1 Pimaricine 
Het onderzoek naar het effect van pimaricine als zaadontsmettingsmiddel tegen de 
grauwe schimmel wordt eerst besproken, omdat op de resultaten hiervan naderhand 
niet meer wordt teruggekomen. Bij dit onderzoek, dat in 1956 is ingesteld, isditanti-
bioticum vergeleken met twee gangbare ontsmettingsmiddelen, respectievelijk ten uit 
de groep van thiram- (Aatiram) en een uit de groep van kwikbevattende middelen 
(Aagrano '48-droog), meestal in de gebruikelijke dosering van 3 g per kg zaad. Pima-
ricine is zowel als poeder, als gesuspendeerd in methanol toegepast op dezelfde wijze 
als door DEKKER (1957) bij erwten is gedaan. In het eerste geval is het ruwe poeder met 
een gehalte van 92%, in het tweede het zuivere natruimzout gebruikt. Soms is aan de 
methanol een oppervlakte-actieve stof (Tween) toegevoegd. De hoeveelheid stof is 
zodanig gekozen dat alle zaden goed worden bevochtigd. 
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Destijds had men de verwachting dat reeds met een zeer lage dosering van dit anti-
bioticum een beter resultaat zou worden verkregen dan met de gangbare ontsmettings-
middelen. Uit het onderzoek waarvan tabel 22 een deel weergeeft, is gebleken, dat dit 
Tabel 22 Effect van verschillende doseringen pimaricine als ontsmettingsmiddel bij lijnzaad. Infectie-
niveau van het zaad ca. 28% 
ZaadbehandelingJ) 
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») ontsmetting 1 dag v66r het zaaien / treatment 1 day before sowing 
a) eerste zieke planten zichtbaar / first diseased plants visible 
Table 22 Effect of different dosages of pimaricine as disinfectant on linseed. Infection level of the seed 
about 28% 
met een hoeveelheid van 2 g pimaricine per kg zaad nog niet wordt bereikt. Daartoe 
is een dosering van 3 tot 4 g per kg zaad vereist. Het gebruik van methanol geeft geen 
beter resultaat. Uit de resultaten van een veldproef bleek, dat ook 4 g per kg geen uit-
gesproken betere bestrijding behoeft te geven. 
Aangezien pimaricine in methanol slecht oplost, zijn enkele andere oplosmiddelen 
beproefd, waaronder dioxaan. De resultaten zijn in tabel 23 vermeld. Terwijl een ont-
smetting met 50% methanol vrijwel geen effect heeft, blijkt dioxaan een duidelijk 
fungicide werking te vertonen. Vergeleken hiermee geeft het natriumzout van het 
antibioticum in dioxaan een duidelijk slechter resultaat. De resultaten van de laatst-
genoemde behandeling is minder goed dan die van de suspensie in methanol. Er be-
staat dus een antagonisme tussen dioxaan en pimaricine. Dit is bevestigd door op 
Aspergillus-agarplaten zaden uit te leggen, die respectievelijk ontsmet zijn met 0,1 
ml 50% methanol per 3 g zaad, met 0,1 ml dioxaan per 3 g zaad, met het natriumzout 
van pimaricine in 50% methanol in een dosis van 0,64 g actieve stof per kg zaad en 
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Tabel 23 Effect van pimaricine in verschillende oplosmiddelen als ontsmettingsmiddel bij lijnzaad. 
Infectieniveau van het zaad ca. 28% 
Percentage Percentage zieke (Botrytis) planten 
Dosering opgekomen percentage of diseased plants 
Zaadbehandeling ') in ml of g/kg planten : 
seed treatment1) dosage percentage 10 11 13 24 42 
in ml or g\kg of plants dagen na het zaaien / days after sowing 
emerged 
1. Onbehandeld 62 2) 13,0 36,3 46,0 
untreated 
2. 50% methanol + Tween 33,3 68 2) 16,8 32,8 38,5 
3. Dioxaan 33,3 91 0 0,3 0,8 6,5 9,0 
4. Pimaricine 0,7 94 0 0 0,3 6,3 15,0 
5. Pimaricine-Na in 33,3 95 0 0 0,3 4,8 10,5 
50% methanol + Tween (Pirn. 0,7) 
6. Pimaricine-Na 33,3 91 0 0,3 1,5 11,5 14,8 
in dioxaan (Pirn. 0,7) 
7. Aagrano '48-droog/dry 3,0 97 0 0 0 1,0 2,0 
') ontsmetting 3 dagen voor het zaaien / treatment 3 days before sowing 2) eerste zieke planten zichtbaar / first diseased plants visible 
Table 23 Effect of pimaricine in different solvents as disinfectant on linseed. Infection level of the seed 
about 28% 
met het natriumzout van het antibioticum in dioxaan in dezelfde dosering. Slechts om 
de zaden die met het antibioticum in methanol zijn ontsmet, was een duidelijke rem-
mingszone aanwezig. Het zaad is enige tijd bewaard om de aanwezige dioxaan en 
methanol te laten verdampen. Legt men de zaden onmiddelhjk uit, dus voordat het 
dioxaan is verdampt, dan geeft deze stof- al of niet met pimaricine - een remmings-
zone, die echter onduidelijk begrensd is. Ook hieruit volgt dat dioxaan een fungicide 
werking heeft. 
Uit het voorgaande blijkt, dat pimaricine niet voor zaadontsmetting van lijnzaad 
in aanmerking komt. 
6.5.2 Gangbare zaadontsmettingsmiddelen vlak voor het zaaien toegepast 
Dosering 3 g per kg. In tabel 24 zijn de resultaten van een viertal proeven met sterk 
geinfecteerd zaad (ll%-49%) samengevat, waarin onder meer zijn vergeleken het 
effect van Panogen, Aagrano '48-droog en Aatiram, vlak voor het zaaien toegepast. 
Hieruit blijkt, dat het middel op basis van thiram soms beter, soms slechter werkt dan 
deze middelen op basis van organische kwikverbindingen, terwijl soms de werking 
ongeveer even goed is. Middelen op basis van thiram werden tussen 1950 en 1956 als 
de beste beschouwd, ook indien het zaad sterk was geinfecteerd. Maar met het zaad 
van oogst 1957 en 1958 Week, dat deze middelen kunnen falen, zoals doorDETEMPE 
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(1958 a en b) en AUKEMA en FRIEDERICH (1959) is bevestigd. Ook nadien blijkt dit 
soms het geval te zijn (GAAKEER, 1960). 
Bij vergelijking van de werking van de beide kwikbevattende middelen blijkt, dat 
Panogen in de proeven A en B duidelijk en in de proeven C en D iets beter werkt dan 
Aagrano '48-droog. Dit wordt in de eerste plaats veroorzaakt door hun chemische 
samenstelling. 
Tabel 24 Effect van middelen op basis van thiram {Aatiram) en op basis van organisch gebonden kwik 
met dampwerking (Aagrano '48-droog en Panogen), vlak voor en geruime tijd voor het zaaien, afzon-
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') voor Aagrano' 48-droog normaal, voor Panogen vet gedrukt 
normal type: Dry-Aagrano '48, bold type: Panogen 
a) kwik x dagen en thiram y dagen voor het zaaien toegediend bij proef A, B, C en D 
mercury applied x days and thiram y days before sowing in the experiments A, B, C and D 
Table 24 Effect of compounds with a base of thiram (Aatiram) and with a base of organic mercury 
with vapour action (Dry-Aagrano '48 and Panogen), applied separately and together, immediately and 
a considerable time before sowing. Dosage 3 g per kg of seed 
Het is gebleken, dat de bestaande vloeibare kwikbevattende middelen onderling een-
zelfde resultaat tegen Botrytis geven. Als vertegenwoordiger van deze groep kan Pano-
gen worden gekozen. Daarentegen bestaan tussen de poedervormige kwikbevattende 
middelen onderling nog beduidende verschillen in hun werking tegen deze schimmel. 
Aagrano '48-droog kan dus niet als vertegenwoordiger van deze groep gelden. Hoe 
hun effect ten opzichte van Botrytis vergeleken met het standaardmiddel Aatiram ligt, 
wanneer vlak voor het zaaien wordt ontsmet, moet voor elk middel apart worden 
onderzocht. 
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De variatie in het effect van de bestrijding van Botrytis wordt veroorzaakt door een 
meer of minder oppervlakkige ligging van de infectie en de uitwendige omstandighe-
den na de uitzaai (zie onder 6.8) in verband met de chemische samenstelling van de 
actieve stof en de formulering tot handelspreparaat. Deze variatie heeft tot gevolg, 
dat een toetsing van middelen met verschillende zaadmonsters van 66n oogstjaar en 
gedurende meerdere jaren moet geschieden. Alleen uitgesproken slechte fungiciden 
vallen zeer spoedig door de zeef. 
Van de middelen op andere basis dan van organische kwikverbindingen bestaan 
weinig handelspreparaten, zodat slechts kan worden aangegeven hoe het effect van 
elk ligt ten opzichte van het standaardmiddel Aatiram. Van de zaadbeschermers op 
basis van een gechloreerd chinon heeft Spergon een slechter effect dan Aatiram, 
Phygon ongeveer eenzelfde effect. Cerenox op basis van een chinonderivaat bestrijdt 
Botrytis zo slecht, dat zelfs het percentage opgekomen planten aanzienlijk lager is 
dan na enige andere zaadbehandeling. Dit middel is dan ook spoedig verdwenen. 
Orthocide-75 op basis van captan heeft ongeveer eenzelfde effect als Aatiram. In 
hoeverre ook met de laatstgenoemde 'zaadbeschermers' varierende resultaten al naar 
gelang van de partij zaad worden verkregen, is niet onderzocht, maar zeer waarschijn-
lijk is dit wel het geval. 
De gemengde middelen hebben soms een betere werking tegen Botrytis in het zaad 
dan Aatiram, zoals met Aamertam op basis van thiram en organisch gebonden kwik 
vaak het geval is (zie tabel 25, 26 en 32), soms eenzelfde effect, zoals met Tramenox 
op basis van thiram en een chinonderivaat (zie tabel 32). Ceredon-speciaal op basis 
van organisch gebonden kwik en een chinonderivaat geeft althans in een dosering van 
3 g per kg zaad (zie tabel 32) een betere bestrijding van Botrytis dan Aatiram. 
Ten slotte moet met nadruk het volgende worden vermeld. Uit de resultaten van een 
van de veldproeven, die op drie plaatsen in ons land hebben gelegen, blijkt dat de uit-
spraken die gedaan zijn slechts voor sterk geinfecteerde partijen gelden (zie tabel 28). 
Bij vergelijking van die objecten waarbij vlak v66r het zaaien is ontsmet, blijkt dat het 
bij partijen zaad met een laag infectieniveau ten aanzien van Botrytis weinig of niets 
uitmaakt met welk ontsmettingsmiddel het zaad is behandeld. 
Dosering 5 gper kg. Tot zover zijn de gangbare middelen in een dosering van 3 g of 
3 ml per kg zaad onderzocht. Onder 6.6.2 en 6.9 zal blijken, dat de kwikbevattende 
middelen in een hogere dosering fytotoxisch kunnen worden, maar dat Botrytis in 
het zaad wel beter wordt bestreden (zie tabel 30). De groep middelen die door hun 
geringe fytotoxiciteit wel in aanmerking komt om in hogere dosenngen te worden 
toegepast, is in het bijzonder degene op basis van thiram, waaronder hier ook he 
gemengde middel Aamertam op basis van thiram en organisch gebonden kwik wordt 
begrepen. Hiervan kan zich doorgaans maximaal 5 g op 1 kg zaad hechten. 5 g per kg 
zaad geeft zoals in tabel 32 wordt geillustreerd, vaak een betere bestrijding van 
Botrytis dan 3 g per kg. De reden van dit verschijnsel zal onder 6.8 worden be-
sproken. 
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6.5.3 Gangbare zaadontsmettingsmiddelen geruime tijd voor het zaaien 
toegepast 
Effect van een vroegtijdige ontsmetting 
Uit het onderzoek dat onder 6.3 is beschreven blijkt, dat sommige zaadontsmettings-
middelen - vrijwel uitsluitend kwikbevattende - in meerdere of mindere mate damp-
werking ten opzichte van Botrytis bezitten. Het is gebleken, dat een goede dampwer-
king uitsluitend wordt gevonden onder middelen met een sterk vluchtig werkzaam 
bestanddeel, hoewel ook andere factoren mede bepalend zijn. Daarom wordt dikwijls 
kortheidshalve van sterk vluchtige middelen gesproken in plaats van middelen met een 
goede dampwerking. 
Om na te gaan of van de dampwerking bij de bestrijding van Botrytis in lijnzaad 
kan worden gebruik gemaakt, is geiinfecteerd zaad zowel enige weken als onmiddellijk 
voor het zaaien met verschillende middelen ontsmet. Daarbij zijn ook die welke onder 
6.3 geen dampwerking bleken te bezitten, volledigheidshalve bij dit onderzoek be-
trokken. Het ontsmette zaad is bij 10° tot 12 °C bewaard. 
Beperken wij ons eerst tot de resultaten van de vier proeven die in de bovenste helft 
van tabel 24 zijn samengevat. Hierbij worden voor de sterk vluchtige kwikbevattende 
droogontsmetter Aagrano '48-droog en de sterk vluchtige vloeibare kwikbevattende 
Tabel 25 Effect van een vroegtijdige ontsmetting van lijnzaad. Dosering 3 g of 3 ml per kg zaad; infectie-
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Table 25 Effect of an early disinfection of linseed. Dosage 3 g or 3 ml per kg of seed, infection level of 
the seed about 24 % 
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zaadontsmetter Panogen twee verschillende tijdstippen van ontsmetten - vlak voor 
(0) en 30 dagen voor het zaaien - met elkaar vergeleken. Als vergelijkingsobject is 
bovendien steeds Aatiram, op basis van thiram, ingelast. Bij een dergelijk niet vluchtig 
middel maakt het niet uit op welk tijdstip de ontsmetting plaats heeft. Dit wordt door 
de resultaten in tabel 27 nogmaals bevestigd. Het blijktnu, dateen vluchtige organische 
kwikverbinding die 30 dagen voor het zaaien is toegepast soms eenzelfde, maar meest-
al een betere bestrijding van Botrytis geeft dan wanneer deze kwikverbinding vlak 
voor het zaaien is toegediend (VAN DER SPEK, 1958; 1960). Hetzelfde effect op beide 
tijdstippen wordt uitsluitend verkregen, wanneer de betreffende sterk vluchtige 
organische kwikverbinding vlak voor het zaaien toegepast, een beter effect heeft 
dan thiram. Door een sterk vluchtig kwikbevattend middel geruime tijd voor het 
zaaien toe te passen, wordt altijd eenzelfde goede bestrijding van de schimmel ver-
kregen, omdat men geen last meer heeft van de onder 6.5.2. genoemde variatie die bij 
de secundaire werking van middelen optreedt. De damp van de sterk vluchtige orga-
nische kwikverbindingen dringt tijdens het bewaren van het zaad in de zaadhuid en 
doodt daar de schimmel of vermindert zijn vitaliteit (zie onder 6.6 en 6.7). 
Het bovenstaande geldt voor alle sterk vluchtige kwikbevattende zaadontsmetters. 
De vloeibare hebben door de samenstelling van hun actieve stof (methyl-kwikver-
bindingen) en hun formulering veelal een iets betere werking dan de poedervormige. 
Uit tabel 25 blijkt, dat de dampwerking van Ceresan-nieuw ten opzichte van de schim-
mel in het zaad ten ene male onvoldoende is. Dit bevestigt de juistheid van de eind-
conclusie die onder 6.4 is gemaakt en is volgens de resultaten van LINDSTROEM (1958) 
waarschijnlijk, omdat voor een goede dampwerking een zeer hoge spanning van de 
damp is vereist. 
Merkwaardig schijnt daarentegen, dat de damp van de matig vluchtige kwikbevat-
tende zaadontsmetter 473 A volgens tabel 26 wel effect heeft. Zeer waarschijnlijk 
heeft 473 A voor Botrytis een sterkere fungicide werking dan Ceresan-nieuw. De damp 
van de weinig vluchtige Germisan-droog heeft volgens tabel 25 in het geheel geen 
effect, hetgeen ook is te verwachten. 
Het is in overeenstemming met de resultaten onder 6.3, dat de middelen op basis van 
thiram (Aatiram - tabel 27), op basis van thiram en organisch gebonden kwik 
(Aamertam) en op basis van gechloreerde chinonen (Phygon en Spergon) de genoemde 
werking nietbleken te hebben. Ook de dampwerking van Spergon is te geringomeffec-
tief te zijn. Zo zal een middel op basis van captan (Orthocide-75) evenmin werken 
tijdens het bewaren van ontsmet zaad. Het effect van een ontsmetting met het middel 
op basis van chinonderivaat (Cerenox) of op basis van chinonderivaat en organisch 
gebonden kwik (Ceredon-speciaal) bleek evenmin te worden verhoogd door het be-
waren van het ontsmette zaad. 
Bewaarduur van het ontsmette zaad bij vroegtijdige ontsmetting 
Over het tijdstip waarop een vroegtijdige ontsmetting moet worden uitgevoerd om 
een maximaal effect te bereiken, kan het volgende worden gezegd. In het bovenstaande 
is reeds vastgesteld in welk geval geen bewaren van het zaad in ontsmette toestand 
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Tabel 26 Effect van een vroegtijdige ontsmetting van lijnzaad en het effect van enkele middelen vlak 




2. Panogen (vloeibaar///0Wj<f; 





8. Aagrano '48-droog/-do> 
9. Aagrano '48-droog/-rfo' 
10. 473 A 










































Percentage zieke (Botrytis) planten 



















dagen na he) 
24 
zaaien 


















































Table 26 Effect of an early disinfection of linseed and the effect of some fungicides applied immediately 
before sowing. Dosage 3 g or 3 ml per kg of seed; infection level of the seed about 33 % 
is vereist. Verder is in tabel 27 af te lezen, dat het grootste gedeelte van de infectie 
weliswaar binnen de eerste tien dagen na het behandelen onschadelijk wordt gemaakt, 
maar dat voor een volledige bestrijding in dit geval met Aagrano '48-droog het opslaan 
gedurende minimaal 30 dagen noodzakelijk is. Uit tabel 24 blijkt een periode van 
30 dagen tussen ontsmetten en zaaien nog niet altijd voldoende te zijn. Het is de vraag 
of een langere periode nog veel effect sorteert; soms is bijvoorbeeld zelfs 55 dagen niet 
voldoende. Anderzijds zijn er partijen waarvoor een zeer korte bewaarperiode reeds 
voldoende is. 
In zijn algemeenheid blijkt de duur van het bewaren voor het verkrijgen van een 
optimaal effect afhankelijk te zijn van de partij zaad en het handelspreparaat. Voor 
de praktijk is een dergelijk onderscheid echter te ingewikkeld en niet uitvoerbaar. Uit 
alle resultaten tezamen blijkt 30 dagen tussen behandeling en uitzaai gemiddeld de 
minimale tijd te zijn. Uitdrukkehjk moet worden vermeld, dat met een vroegtijdige 
ontsmetting niet alle schimmels die met lijnzaad overgaan - bijvoorbeeld Ascochyta 
linicola -, even goed zijn te bestrijden als Botrytis. 
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Tabel 27 Invloed van de bewaarduur van het behandelde zaad op het effect van een vroegtijdige ontsmet-
ting van lijnzaad. Dosering 3 g per kg zaad; infectieniveau van het zaad ca. 31 % 
ZaadbehaD deling 
seed treatment 
1. Aagrano ,48-droog/-rfrj> 
2. Aatiram 
3. Onbehandeld/u/tfrea/erf 
Tijd tussen behandeling 
en uitzaai in dagen 
time between treatment 


































Table 27 Influence of the duration of storage of treated seed on the effect of an early disinfection of 
linseed. Dosage 3 g per kg of seed; infection level of the seed about 31 % 
Invloed van de temperatuur op de vroegtijdige ontsmetting 
Verder is vastgesteld dat de temperatuur (tot 20 °C) waarbij het ontsmette zaad wordt 
bewaard, bij een dosering van 3 g per kg geen invloed heeft op het resultaat van de 
'primaire' ontsmetting. Dit is in overeenstemming met de uitkomsten onder 6.3 met 
sterk vluchtige kwikbevattende middelen. Volgens LINDSTROEM (1961) wordt door een 
hoge temperatuur wel de uiteindelijke verdeling over het zaad sneller bereikt dan bij 
een lage. Alleen bij iets minder sterk vluchtige middelen zou de temperatuur enige 
invloed op de dampwerking kunnen hebben. Bij weinig vluchtige - als Germisan-
droog - kan een hogere temperatuur het effect van de damp op Botrytis in het zaad 
niet vergroten. 
Infectieniveau en vroegtijdige ontsmetting 
Uit tabel 28 blijkt, dat de verschillende middelen bij een laag infectieniveau van het 
zaad eenzelfde effect geven. Aangezien de middelen op basis van thiram of captan 
weinig fytotoxisch zijn (zie onder 6.9), moet in een dergehjk gevalaanhendevoorkeur 
worden gegeven. De gemengde middelen moeten dan ook worden aanbevolen. Het 
infectieniveau van een partij zaad waar beneden in het bijzonder deze 'zaadbescher-
mers' toegepast dienen te worden, is veiligheidshalve het beste op 5 % te stellen. Hierbij 
is het tijdstip waarop de ontsmetting wordt uitgevoerd, niet belangnjk. Voor partijen 
met meer dan 5 % geinfecteerde zaden moeten de sterk vluchtige kwikbevattende mid-
delen worden aanbevolen. Bij deze 'zaadontsmetters' is het tijdstip van ontsmetten 
wel belangrijk en is een vroegtijdige behandeling in het algemeen noodzakelyk. Een 
beperking hiervan in verband met dorsbeschadiging van het zaad, wordt onder 6.9 
gegeven. Het merendeel van de weinig vluchtige zaadontsmetters op basis van orga-
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nisch gebonden kwik komt voor de bestrijding van Botrytis in lijnzaad eigenlijk niet in 
aanmerking; desnoods nog wel voor gezonde of licht aangetaste partijen. 
Tabel28 Effect van enkele zaadontsmettingsmiddelen bij lijnzaad, vlak voor en geruime tijd vodr het 
zaaien, en in combinatie toegepast. Dosering 3 g of 3 ml per kg 
Aantal haardjes van zieke (Botrytis) plan-
- , . , , , .
 t e n
 P e r 2 m2 bij 4 partijen zaad met resp. 
Zaadbenandeling Tijd tussen behandeling number of patches of diseased plants per 
seed treatment en uitzaai in dagen 2 square m of 4 seed lots with respect 
time between treatment 
and sowing in days 
1. Orthocide-75 2 
2. Aamertam 2 
3. Aagrano '48-droog/-do> 2 
4. Panogen (yloeibaar/liquid) 2 
5. Aagrano '48-droog/-dry 46 
6. Panogen (vloeibazr/liquid) 46 
7. Aagrano '48-droog + 46/21) 
Orthocide-75 
8. Panogen + Orthocide-75 46/2 ») 
0
 DrfAagranoffiSl^" 0%d?e-7^ 2 d a g e n v 6 ° r ** -aaien toegediend ury Aagrano 4S (Panogen) applied 46 days and Orthocide-75 2 days before sowing 
a^loLffTn18™^""8^ 
and combined. Dosage 3 g or 3 ml per kg of seed 
6.6 Wijze waarop demiddelen-inhetbijzonderdevloeibare-
worden toegediend 
6.6.1 Inleiding 
blt/ZbdfQ ^ J*:001"' ^ Cen dro°g^tsmetter op het zaad werd ge-
ont m e t l l t r ° T Z " ° m * SCheppen- Tege™oordig geschiedt dit altijd in 
aTs toZu w T , S 8 ° e d U i t g e V ° e r d ' W ° r d t h e t ***** z o - l - ^ continu 
t«2Z2Z^T:wtQn r e g e l m a t i g o v e r h e t Z a a d verdee ld- A n d - B * h e t 
"osiswordenZt f ^ Z a a d ° n t S m e t t e r s > «& * een voor een vloeistof geringe 
tZzZ^r: ^ ^ Vraag ° f d6Ze middden **" ] » d * de boven-
C ^ ^ i i ^ " * V°ld0ende regelmatig °Ver het zaad k ™ worden 
In^totanf T m S P C r a l d a a r V 0 ° r ^ ° - t r - e r d e machines kan gebeuren. 
sieerd(KoE™ T T n * ^ ^ Van v l o d b a r e ^adontsmetters gediscus-
sieerd (KOEHLER en BEVER, 1950; TVEXT, 1953; BE ONG, 1953). Volgens L I N ^ O E M 
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(1958; 1961) is weliswaar voor Panogen een regelmatige verdeling vereist, maar door 
een herverdeling van de actieve stof als gevolg van de sterke vluchtigheid, niet zo 
urgent als wordt beschreven. 
6.6.2 De verdeling van de vloeibare zaadontsmetters over het zaad 
In de eerste plaats is getracht het genoemde probleem met ziektevrij zaad op praktijk-
schaal te benaderen. Na uitzaai van het op verschillende wijzen behandelde zaad, 
waren tussen de percentages opgekomen planten noch in de kas noch op het veld be-
trouwbare verschillen aanwezig. Deze proef is echter pasindemaandjuliuitgevoerd. 
Medewerkers van andere instituten hebben op praktijkschaal evenmin kunnen aan-
tonen, dat de wijze van toedienen van veel belang is (GAAKEER, 1960). Toch verdient 
het toepassen van vloeibare zaadontsmetters in speciaal daarvoor geconstrueerde 
machines op grond van het volgende beslist de voorkeur boven het toepassen in een 
gewone ontsmettingstrommel. 
Tabel 29 Het kiemen van niet en wel rood gekleurde lijnzaden ingrondna een behandeling met Panogen. 
Dosering 3 ml per kg zaad 
Een en dezelfde behandeling 
met Panogen *) 
one and the same 
treatment with Panogen1) 
1. Niet duidelijk rood 
gekleurde zaden 
seeds which are not 
clearly red coloured 
2. Duidelijk min of meer 
rood gekleurde zaden 
seeds which are 
clearly more or less 
red coloured 
Percentage opgekomen planten 
percentage of plants emerged 
9 10 11 18 29 
dagen na het zaaien 
days after sowing 
Opmerkingen 
remarks 
96,1 100,0 100,0 100,0 100,0 alle planten normaal 
oilplants normal 
21,1 26,9 34,6 40,4 42,3 5,8 % normaal / normal 
26,9 % achter in ontwikkeling 
behind in development 
9,6%abnormaal, kiemplant 
groeit niet uit 
abnormal, seedling 
does not grow 
9 geruime tijd voor het zaaien toegediend 
applied a considerable time before sowing 
Table 29 Germination in the soil of non red and red coloured linseeds after a treatment with Panogen. 
Dosage 3 ml per kg of seed 
De slijmhuid van lijnzaad absorbeert deze rood gekleurde vloeibare middelen snel. 
Waar een druppel even met een aantal zaden in contact blijft worden en bhjven deze 
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min of meer rood gekleurde zaden gedeeltelijk niet, gedeeltelijk zeer vertraagd ont-
kiemen. Een zeker percentage kiemplanten vertoont een verdikte wortel en een ver-
dikt hypocotyl en groeit niet uit (zie onder 6.9). Hun aantal is over het algemeen klein, 
zodat zij in verband met de opkomst niet van belang zijn. Volgens verkregen resul-
taten kan daarnaast een groter gedeelte van de zaden een minder grote, niet zichtbare 
overdosering hebben gekregen, zodat geen duidelijke roodkleuring zichtbaar is, terwijl 
na uitzaai toch kiemschade kan optreden. 
Op verschillende wijzen is nagegaan in hoeverre een effectieve herverdeling van het 
werkzame bestanddeel over de zaden, zoals deze door LINDSTROEM (1958) is beschre-
ven, in een hoeveelheid lijnzaad plaats heeft. Van deze methoden, waarvan de resul-
taten tot dezelfde eindconclusies leidden, wordt slechts 6en besproken. 
De opzet van de proef is schematisch in fig. 9 weergegeven. Er rest nog te vermelden, 
dat de met rubber stopjes ofgesloten openingen dienen om zaden uit de verschillende 
afdelingen te nemen en hen vervolgens op Aspergillus-agarplaten uit te leggen. Twee 
buizen waarvan het ontsmette zaad respectievelijk was behandeld met 6 ml Panogen 
en 6 g Aagrano '48-droog per kg, zijn gedurende 31 dagen bij 15°C in verticale stand 
met het ontsmette zaad naar beneden, bewaard. Daarnaast is een derde, geheel met 
onbehandeld zaad gevulde buis op dezelfde wijze opgeslagen. Daarna zijn 400 zaden 
respectievelijk van het controle-object, van het zaad dat het dubbele van de normale 
dosis Panogen of Aagrano '48-droog heeft ontvangen en van het zaad uit de afdelingen 
A, C en E uitgezaaid. Tevens zijn ter vergelijking vlak v66r het zaaien nog enkele 
doseringen toegepast, waarvan ook 400 zaden zijn uitgezaaid. De resultaten zijn in 
tabel 30 vermeld. 
Na het uitleggen van de zaden op Aspergillus-agarplaten Week uitsluitend met zaad 
dat zich vlak bij het ontsmette zaad bevindt, zoveel damp respectievelijk te zijn gecon-
denseerd en gediffundeerd, dat er remmingszones ontstaan. 
Uit tabel 30 blijkt in de eerste plaats, dat een zekere dampwerking van de sterk 
vluchtige kwikbevattende middelen heeft plaats gehad. Hoe groter de afstand tot het 
* 2 5 g 
nitt ontsmet zaai 
untreated seed 
* 2 5 g , 








T H plastic gaas 
C • plastic gauze 
vultrechter 
filling funnel 
Ilengte 20cm diam.2,2cm length 20cm diam.2,2cm 
LA 
Fig. 9 Methode voor het bepalen van het effect 
van de herverdeling van sterk vluchtige kwik-
bevattende middelen tijdens het bewaren van ont-
smet zaad 
Fig. 9 Method of determining the effect of re-
distribution of highly volatile mercury-containing 
chemicals during the storage of treated seed 
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ontsmette zaad is, des te geringer is het effect; op een afstand van 5,5 tot 7,5 cm is 
niets meer van een effect van de damp op Botrytis in het zaad te merken. Verder is het 
duidelijk, dat een belangrijke invloed van de damp uitsluitend zeer dicht bij het ont-
smette zaad aanwezig is. Dit is in overeenstemming met de resultaten met het zaad op 
Aspergillus-agarplaten. Hieruit volgt, dat deze biologische toets toch meer waarde 
heeft dan LINDSTROEM (1958), als physico-chemicus, hieraan toekent. 
Conclusie 
Na het ontsmetten met een vluchtige kwikbevattend middel vindt een herverdeling 
van de actieve stof in een hoeveelheid lijnzaad slechts ten dele plaats. Hieraan mag in 
verband met de bestrijding van Botrytis niet te veel worden verwacht. Een gelijkmatige 
verdeling van deze zaadontsmetters, in het bijzonder van de vloeibare, blijft een eerste 
vereiste. De vloeibare kunnen daarom beter niet in een gewone ontsmettingstrommel 
worden toegepast. 
6.7 De 'dubbele' ontsmetting 
Hoewel men er in de praktijk in het algemeen niet gauw toe zal overgaan om ter 
verhogmg van het effect achtereenvolgens een 'zaadontsmetter' en een 'zaadbescher-
mer', dat wil zeggen een dubbele ontsmetting, toe te passen, wordt naar de mogelijk-
heid luervan toch wel gevraagd. Dit geval doet zich soms voor bij geexporteerde par-
tyen lijnzaad die in het land van herkomst met een vloeibaar kwikbevattend middel 
zijn behandeld. Daarom is nagegaan of het mogelijk is om het zaad na ontsmetting 
met een kwikbevattend middel, hetzij direct daarna of pas vlak voor het zaaien, met 
een middel op basis van thiram, chinon, chinonderivaat of captan te behandelen. Dit 
is op verschillende wijzen onderzocht. Ten eerste zijn de combinatiemogelijkheden in 
proeven in vitro zoals onder 6.3.1 en 6.3.2 zijn beschreven, bekeken. Ten tweede zijn 
combinaties van middelen op het zaad gebracht, waarna de zaden in grond zijn uit-
gezaaid Tegehjkertijd is ook steeds het effect van de afzonderlijke bestanddelen van 
de combinatie op de betreffende wijze onderzocht. 
6.7.1 Het onderzoek in vitro 
De werkzaamheid van de 'zaadontsmetter' bij dubbele ontsmetting 
veBrlS H n t t r T k ^ J Z C l f d e m e t h ° d i e k g e V ° l g d a l s i n ** 7 i s beschreven, met dit 
verschil da by de combinatie van twee middelen van beide de aangegeven hoeveelheid 
L e n t e ^ 0 8 ^ " £ ^ W a a r d ° ° r e e n v e r S * g met de afzonderlijke com-
Volln d H 8 • ^ C r e S U l t a t C n ^ ^ % 8 ' P l a a t I X e n * W 20 weergegeven. 
Im n l T ^ r 8 S t ° e t S Z°U dC C ° m b i n a t i e Van Aat i ram " OP basis van thi-
Zw~de dtn K ^ m i d d d , a i P a n ° 8 e n ' A a g r a n o '48-d 'oog of Ceresan-
b rtifd doTr^r VaD ^  k w i k b e v a t t e n d e middelen niet wijzigen, hetgeen wordt 
bevestigd door de vitahteitstoets. Deze toetsen blijken te gevoelig te zijn, daar volgens 
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de Aspergillus-agarplaattoets de dampwerking in deze gevallen wel degelijk vermin-
dert. De remmingszones zijn in het geval van de combinatie kleiner dan die bij de 
kwikbevattende componenten afzonderlijk. Bij combinatie van Aatiram en Ceresan-
nieuw blijven de remmingszones zelfs geheel weg in tegenstelling met de beide andere 
kwikbevattende middelen. Ook hieruit volgt nogmaals (zie onder 6.3.2), dat de damp-
werking van Ceresan-nieuw beduidend lager is dan die van Panogen en Aagrano '48-
droog. Ook de dampwerking van Germisan-droog wordt door thiram teniet gedaan, 
hetgeen uit alle drie toetsen blijkt. 
Het blijkt dus, dat de dampwerking van vluchtige kwikverbindingen door menging 
met middelen op basis van thiram wordt verminderd, zodat een dergelijke combinatie 
voor het ontsmetten op grond hiervan moet afgeraden worden. Omdat dezelfde resul-
taten met de voornoemde hoeveelheid kwikbevattend middel en 135 mg zuivere 
thiram op het horlogeglas worden verkregen, speelt de vulstof van het thiram-bevat-
tende middel geen rol, maar reageert uitsluitend het werkzame bestanddeel. De reac-
tieve plaatsen in het thirammolecuul zijn zeer waarschijnlijk de dubbel gebonden 
zwavelatomen (zie onder 6.7.2). 
Tevens is nagegaan of de op het horlogeglaasje achtergebleven Panogen door de 
combinatie met thiram ook in werkzaamheid is verminderd. Hiertoe is 2 ml 96% 
alcohol op de horlogeglaasjes van alle objecten gebracht, waarna even is geroerd. 
Vervolgens is 5 mm3 van elk met een micro-pipet op confetti van filtreerpapier met een 
diameter van ruim 8 mm gebracht. De confetti is op Aspergillus-agar-platen uitge-
legd, nadat de alcohol was verdampt. Om een dampwerking tegen te gaan zijn stenele 
dekglaasjes op de confetti gelegd, zodat practisch alleen de integrate werking kon 
worden onderzocht. Het blijkt nu, dat de remmingszones van het Panogen-object de 
grootste diameter heeft, gevolgd door de combinatie van Panogen en thiram, en dat 
de diameter van het thiram-object het kleinst is. De controle vertoonde geen remmmgs-
zone. Hieruit blijkt, dat de achtergebleven hoeveelheid werkzame Panogen door de 
combinatie met thiram ook is gereduceerd Dat de combinatie toch een grotere rem-
mingszone vertoont dan de zuivere thiram is gezien de rand van deze zone met het 
gevolg van Panogen, maar mogelijk van een beter oplossen van thiram in de vloeistof 
door het gedeeltelijk nog aanwezige oplosmiddel van Panogen of van een gennge 
fungicide werking van het reactieproduct, Thiram geeft in tegenstelling met Panogen 
een remmingszone met een scherpe rand. 
Het samenstellen van gemengde middelen schijnt nog veel op empine te berusten. 
Onlangs werd een gemend middel T 5473 ter keuring aangeboden waarvan de active 
bestanddelen de actieve stof methylkwikpentachloorphenolaat (BAKKEREN, 1958) uit 
het fungicide 473 A en thiram waren (zie ook onder 6.7.2). Met behulp van bovenge-
noemde methode is nagegaan of ook de matige dampwerking van 473 A door thiram 
wordt verminderd. T 5473 bevat evenals Aatiram 50% thiram terwyl het gehalte aan 
de organische kwikverbinding ongeveer gelijk is aan dat van 473 A. De uitkomsten 
zijn in fig. 10, plaat X en tabel 31 vermeld. Ter vergehjking zijn Aagrano 48-droog 
en Aamertam ingelast. Uit de resultaten van de groen-emmingstoets, de AsPerg,Uus-
agartoets en de vltaliteitstoets blijkt duidelijk, dat de bovengenoemde reactie ook hier 
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Tabel 31 Resultaten van de vitaliteitstoets van de G.A.V.-methode betreffende het combiner en van or-
ganische kwikverbindingen en thiram. De schimmel is levend ( x ) of dood (t) in ponsstukje 1 t/m 5 
Fungicide 5°C 10°C 15°C - 20°C 
Controle x x x x 
Aagrano t t t t 
473 A t t t t 
Aatiram x x x x 
Aamertam x x x x 
T 5473 x f t t 
trage aanslag 
slow start 
473 A + Aatiram x f t t 
trage aanslag 
slow start 
Aagrano + Aatiram t t t t 
Table 31 Results of the viability test of the G.A.V. method relating to the combination of organic 
mercury containing chemicals and thiram. The fungus is alive ( X ) or dead (t) in the 5 disks punched out 
the agar 
optreedt. De matige dampwerking van 473 A is er de oorzaak van dat de reactie 
minder duidelijk is dan met Aagrano. De gelijke uitkomsten van het eigen mengsel 
van 473 A en Aatiram en het fabriekmatige mengsel T 5473 duiden op een verant-
woorde proefneming. 
Op dezelfde wijze als boven is bewezen, dat noch middelen op basis van captan, 
noch op basis van een gechloreerd chinon aan de dampwerking van vluchtige kwik-
bevattende middelen afbreuk doen. Uit dien hoofde zou een dubbele ontsmetting met 
deze middelen mogelijk zijn. 
De werkzaamheid van de 'zaadbeschermer' bij dubbele ontsmetting 
Nagegaan is of door de reactie tussen thiram en vluchtige organische kwikverbin-
dingen de hoeveelheid werkzame thiram kleiner wordt. Daartoe zijn zaden waarop 
een combinatie van bovengenoemde middelen is gebracht, op Aspergillus-agarplaten 
uitgelegd. Het bleek, dat de gebruikelijke dosering van 3 g Aatiram - op basis van 
thiram - per kg zaad voor deze methode te hoog is, aangezien de omvang van de 
remmingszones pas beneden een dosering van 1 g per kg zaad kleiner wordt. 
Daarom zijn hoeveelheden van 1 en 0,25 g per kg toegepast. Het bleek echter niet 
mogelijk te zijn om bovengenoemde vraag met behulp van deze proeven op te lossen. 
Van het kwikbevattende middel bemerkt men bij de combinatie niets, aangezien hun 
uitwerking door het effect van thiram wordt overdekt, evenals dit bij het gemengde 
middel Aamertam (zie onder 6.3.1) het geval is. Waarschijnlijk is de hoeveelheid 
thiram die in reactie treedt, te gering om met behulp van deze methode aan te tonen. 
Bovendien kan het reactieproduct een fungicide werking tegen Aspergillus bezitten. 
Deze proeven zijn eveneens met middelen op basis van captan en chinon in plaats 
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Fig. 10 Resultaten van de groeiremmingstoets van de G.A.V.-methode betreffende het combineren van 
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CONTROLE 10° 
473 A +1 
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, • L*- • , „ / nfthe GAV. method relating to the combination of organic 
Fig. 10 Results of the growth inhibition test of the u.A.r. ™=. 
mercury-containing chemicals and thiram J05 
van thiram uitgevoerd. De remmingszones die door deze middelen worden veroor-
zaakt, behouden in combinatie met vluchtige organische kwikverbindingen dezelfde 
grootte. Op grond van de uitkomsten onder 6.7.1 was dit ook te verwachten. 
6.7.2 Het onderzoek in vivo 
Verder zijn dubbele zaadontsmettingen uitgevoerd om het effect van verschillende 
combinaties op Botrytis in het zaad te onderzoeken. Enkele resultaten van een behan-
deling met organisch gebonden kwik (Panogen en Aagrano '48-droog) en thiram 
(Aatiram) zijn in tabel 24 vermeld. De verschillende tijdstippen waarop is ontsmet, 
spreken voor zichzelf. Het blijkt, dat het effect van de combinatie gelijk is aan of 
beter dan dat van thiram en slechts zelden minder goed. Hoe het effect van de com-
binatie ten opzichte van dat van het organisch gebonden kwik uitvalt, hangt af van de 
vraag hoe het resultaat van een behandeling met de kwikverbinding ten opzichte van 
dat van thiram is. Dit is ook te verwachten, aangezien aan de reactie zeer waarschijn-
lijk (zie onder 6.7.1) slechts een kleine hoeveelheid van de aanwezige thiram deelneemt, 
terwijl de dampwerking van het kwikbevattende middel geheel of voor een groot ge-
deelte teniet wordt gedaan en ook de integrale werking wordt gereduceerd. 
A. Voor die gevallen waarbij de organische kwikverbinding een slechter resultaat 
geeft dan thiram, geldt het volgende. Het effect van de combinatie waarbij beide com-
ponenten na elkaar vlak voor of geruime tijd voor het zaaien zijn toegepast, is meestal 
slechter dan dat van de kwikcomponent die geruime tijd voor het zaaien is gedoseerd, 
maar beter dan dat van de kwikcomponent die vlak voor het zaaien is toegepast. 
Een vroegtijdige behandeling met het kwikbevattende middel gevolgd door een be-
handeling met thiram vlak voor het zaaien is altijd beter dan de kwikcomponent die 
vlak voor het zaaien is toegediend; ten opzichte van de kwikcomponent die geruime 
tijd voor het zaaien is gebruikt, is het resultaat gelijk of beter. 
B. Voor die gevallen waarbij het organisch gebonden kwik en thiram ongeveer een-
zelfde effect hebben, geldt hetzelfde met het volgende verschil. Een vroegtijdige be-
handeling met het kwikbevattende middel gevolgd door een behandeling met thiram 
vlak voor het zaaien, is nu ook weliswaar beter dan de kwikcomponent die vlak voor 
het zaaien is toegepast, maar slechter dan de kwikcomponent die geruime tijd voor 
het zaaien is toegediend. Hieruit volgt dat de damp van de kwikverbinding de schim-
mel gedurende het bewaren van het zaad niet volledig doodt, maar wel minder vitaal 
maakt. Dit stemt overeen met de ervaring van OLIEN en MOORE (1954). Zij verkregen 
na het bewaren van met Panogen ontsmet zaad meer en sneller groeiende schimmel-
kolonies uit de zaden die vlak voor het uitleggen op een voedingsagar met natrium-
thiosulfaat waren behandeld, dan uit de zaden waarbij deze behandeling niet was toe-
gepast. Natriumthiosulfaat zou microorganismen die door kwikverbindingen in hun 
levensfuncties zijn geremd, weer vitaal maken. Reeds GASSNER (1951b) stelde vast, 
dat kwikverbindingen door dit natriumzout minder toxisch worden. Natriumthiosul-
faat en thiram hebben beiden dubbel gebonden zwavelatomen. 
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C. Voor die gevallen waarbij de organische kwikverbindingen een beter resultaat 
geeft dan thiram, is het effect van de combinatie in alle gevallen slechter dan dat van 
de kwikverbinding, op welk tijdstip deze ook is toegediend. Van de drie in beschou-
wing genomen combinaties geeft die waarbij het kwikbevattende middel in tegenstel-
ling met thiram geruimte tijd voor het zaaien is toegepast, relatief nog het beste resul-
taat. De beide andere combinaties geven ongeveer hetzelfde effect. 
Samenvattend kan dus worden gezegd, dat een combinatie van een vluchtig kwik-
bevattend middel met thiram vanwege de reactie tussen beide componenten beslist 
moet worden afgeraden, hoewel het effect inenkele gevallen (zie onder 6.7.2, geval A) 
goed kan zijn. Dit is mede in verband met de invloed van de uitwendige omstandig-
heden op het effect van het ontsmetten (zie onder 6.8) van te voren niet vast te stellen. 
In tabel 32 wordt het effect van een combinatie van de actieve verbindingen van 473 A 
en Aatiram - respectievelijk methylkwik pentachloorphenolaat en thiram -, dat onder 
Tabel 32 Effect van een ontsmetting van lijnzaad met T 5473 - een mengsel van het werkzame bestand-
deel van 473 A en thiram - en met enkele andere middelen. Dosering 3 g of 3 ml, uitsluitend no. 12 
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Table 32 Effect of a treatment of linseed with T 5473 - a mixture of the active ingredient of 473 A 
and thiram - and with some other fungicides. Dosage 3gor3 ml, exclusive no. 12 5 gper kg of seed; in-
fection level of the seed about 30% 
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het codenummer T 5473 is aangeboden, weergegeven. De resultaten van de proeven 
in vitro (zie onder 6.7.1) worden hier bevestigd. Het mengsel met 50% thiram geeft 
een zelfde effect als Aatiram met 50% thiram, maar is slechter dan de kwikcompo-
nent 473 A. Het gebruik van een dergelijk mengsel heeft dus geen zin. 
Op dezelfde wijze is het effect van een combinatie van een vluchtig kwikbevattend 
middel en respectievelijk middelen op basis van captan, gechloreerd chinon en chinon-
derivaat onderzocht. Hieruit blijkt, dat een dubbele ontsmetting van een kwikbevat-
tend middel en respectievelijk Orthocide-75, Phygon en Cerenox zonder bezwaar 
kan worden toegepast. Dit is tot zover in overeenstemming met de resultaten van de 
proeven in vitro (zie onder 6.7.1). Deze dubbele ontsmettingen geven zelfs een beter 
resultaat dan de beide componenten afzonderlijk op overeenkomstige tijdstippen 
toegediend. 
Met Spergon treden daarentegen complicaties op wanneer zowel het kwikbevattende 
middel als het middel op basis van chinon vlak voor het zaaien wordt toegepast. Hun 
werking is in dit geval slechter dan die van het kwikbevattende middel op hetzelfde 
tijdstip toegediend, maar wel beter dan die van Spergon. Reeds is aangetoond (zie 
onder 6.7.1), dat de werkzame bestanddelen van beide middelen niet met elkaar rea-
geren. Aangezien de verminderde biologische activiteit van het mengsel uitsluitend 
optreedt na een behandeling met beide middelen vlak voor het zaaien, is het waar-
schijnlijk dat de vulstof van Spergon in dit geval de kwikverbinding in meerdere of 
mindere mate onwerkzaam maakt, bijvoorbeeld door absorptie. 
Het is dus gevaarlijk om zonder meer verschillend geformuleerde verbindingen te-
zamen op het zaad te brengen. 
6.8 Invloed van de uitwendige omstandigheden op het effect 
van de ontsmetting 
Onder 6.1 is vermeld, dat in het algemeen weers- en agrobiologische omstandigheden 
(KRZYSZTALOWSKA, 1957), als de grond (BOOER, 1944; TERASKITA, 1958; TAKEUCHI, 
1957), in het bijzonder het bodemorganisch materiaal (RIDCHARDSON, 1954; SCHU-
MANN, 1955; en anderen), uitblijven van neerslag of zware regenval - die de bodem-
vochtigheid bepalen - (LEUKEL, 1929; SCHUMANN, 1955) en uitscheidingsproducten 
van schimmels, bacterien en kiemend zaad (SCHUMANN, 1955) een nadelige invloed 
kunnen hebben op het effect van (zaad)ontsmettingsmiddelen. 
Onder 6.5.2 bleek de variatie die in het effect van secundair werkende middelen op-
treedt, voornamelijk te worden veroorzaakt door de meer of minder oppervlakkige 
ligging van de infectie in de zaadhuid. In twee niet vermelde proeven moet, aangezien 
hetzelfde zaad is gebruikt, de variatie in het effect van Aatiram en Panogen, vlak v66r 
het zaaien toegediend, aan verschillen in de uitwendige omstandigheden worden toe-
geschreven. Dit geval is slechts eenmaal voorgekomen; welke de verschillen zijn, is 
niet bekend. Dit is bij de veldproef waarvan de resultaten in tabel 14 zijn vermeld, wel 
het geval. Hier bleek Aatiram zijn werking door de uitzonderlijke droogte niet te 
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kunnen uitoefenen. Onder een dergelijke extreme omstandigheid zou een sterk vluch-
tig kwikbevattend middel wellicht meer effect hebben gehad. Anderzijds kan ook een 
grote hoeveelheid neerslag - die de bodemvochtigheid sterk verhoogt -de secundair 
ontsmettende werking bij lijnzaad verminderen, doordat het middel snel verdwijnt. 
Om na te gaan hoe lang de betreffende dosering van een ontsmettingsmiddel bij ver-
schillende hoeveelheden 'regen' aantoonbaar blijft, zijn de volgende proeven genomen. 
Methodiek van eerste proef. Zes hoeveelheden van eenzelfde monster lijnzaad zijn 
respectievelijk ontsmet met Aagrano '48-droog (3 g per kg zaad), Aatiram (3 en 5 g 
per kg) en pimaricine (1, 2 en 4 g per kg zaad). Een zevende hoeveelheid is niet ont-
smet. 
Na het zaaien zijn de in de grond achtergebleven zaadhuidjes op verschillende tijd-
stippen op Aspergillus-agarplaten uitgelegd. Aangezien de lege zaadhuidjes moeilijk 
of niet meer te vinden zijn als de kiemplanten eenmaal goed boven de grond staan, 
moest de uitvoering van de proef op de volgende wijze plaats vinden. 
Van elk der bovengenoemde hoeveelheden lijnzaad zijn vier potten met elk 20 zaden 
ingezaaid. Deze vier potten van elk object zijn respectievelijk bij een temperatuur van 
14°, 8,5°, 6° en 5 °C geplaatst. Op deze wijze wordt bereikt dat de kiemplanten juist 
door het grondoppervlak heenbreken op respectievelijk 6, 12, 21 en 27 dagen na het 
zaaien. De potten zijn in zakjes polyethyleen gehuld om de vochtigheid van de grond 
zo constant mogelijk te houden. Er zijn drie van dergelijke series ingezet. 
De potten van serie I zijn niet, die van serie II zijn regelmatig vanaf het zaaien bego-
ten, terwijl de potten van serie III pas vanaf de zesde dag na het zaaien zijn begoten. 
Bij serie III ontbreken de potten bij 5°C. De gemiddelde vochtigheid van de grond 
van de zeven bij elkaar behorende objecten van elke serie is bepaald op het ogenblik 
dat de zaadhuidjes werden opgegraven en uitgelegd. 
Direct na het ontsmetten zijn voor het zaaien 10 zaden van elk object op twee Asper-
gillus-agarplaten uitgelegd. Zes dagen na het zaaien zijn 10 in de grond achtergebleven 
zaadhuidjes van de drie series waarvan de objecten bij 14 °C hebben gestaan, opgegra-
ven en uitgelegd. Twaalf dagen na het zaaien is hetzelfde gebeurd met de drie series 
waarvan de objecten bij 8,5 °C hebben gestaan. Hetzelfde herhaalde zich 21 en 27 
dagen na het zaaien. 
Resultaten van eerste proef. Over de remmingszones van de uitgelegde zaden (v66r 
het zaaien) in tabel 33 kan het volgende worden gezegd. Als gevolg van de relatief 
hoge doseringen voor een dergelijke toets ten opzichte van de diffusiesnelheid van de 
middelen in de agar zijn er geen verschillen in grootte van de remmingszones by de 
verschillende doseringen van een en hetzelfde middel waar te nemen. 
Uit de remmingszones van de uitgelegde zaadhuidjes (na het zaaien) bbjkt het vol-
gende. . 
In serie I (niet begoten) verdwijnt er in alle gevallen steeds meer ontsmettingsmiddel 
naarmate de tijd verstrijkt en wel gedurende de eerste dagen na het zaaien het meest. 
Aagrano '48-droog is 6 dagen na het zaaien vrijwel niet meer aan te tonen; de zaad-
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Tabel33 Invloed van het begieten van ingezaaide potten op de aanwezigheid van ontsmettingsmiddelen 
op lijnzaad, volgens de gemiddelde breedte van de remmingszones in mm na het uitleggen van 10 zaden 
(vddr het zaaien) of 10 zaadhuidjes (na het zaaien) op Aspergillus-agarplaten 
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± betekent orn een enkel zaadhuidje nog een spoor van remming / ± denotes still a trace of 
inhibition around a single seed coat 
vet betekent om een of meer zaadhuidjes geen remmingszone / bold type denotes no inhibition 
zone around one or more seed coats 
Table 33 Influence of watering trays with linseed in soil on the presence of fungicide on the seed coat, 
according to the mean width in mm of the inhibition zones after plating on Aspergillus agar plates 10 
seeds (before sowing) or 10 seed coats (after sowing) 
beschermers' blijven langer aanwezig, hetgeen door SAMRA (1956) reeds is vastgesteld. 
Aatiram (3 g per kg zaad) blijft tot 27 dagen na het zaaien aantoonbaar, hoewel er 
gaandeweg op enkele zaadhuidjes geen thiram meer aanwezig blijkt te zijn. Hetzelfde 
geldt, ofschoon in mindere mate, voor Aatiram (5 g per kg zaad). Er is echter een dui-
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delijk verschil tussen de twee laatstgenoemde behandelingen, zodat het voor minder 
gezonde partijen is gewenst een zo hoog mogelijk dosering te nemen. 
Pimaricine is in de dosering van 1 g per kg onder de gegeven omstandigheden ten 
ene male onvoldoende, terwijl het in de dosering van 2 g per kg tot 28 dagen na het 
zaaien aantoonbaar blijft. Om enkele zaadhuidjes is echter vanaf 12 dagen na het 
zaaien geen remmingszone meer te zien. Vier gram pimaricine per kg zaad blijft tot 
minstens 28 dagen na het zaaien aantoonbaar. 
In serie II (regelmatig begoten) verdwijnt het ontsmettingsmiddel bij alle objecten 
sneller dan bij serie I (niet begoten). Er blijft een duidelijk verschil tussen lage en hoge 
dosering van 6en en hetzelfde middel. 
In serie III (begoten vanaf de 6de dag na het zaaien) geven de objecten op 6 dagen na 
het zaaien hetzelfde resultaat als die van serie I. Nadat er met gieten is begonnen, 
loopt deze serie niet meer parallel met serie I, maar wel met serie II. 
Uit deze resultaten blijkt duidelijk, dat de neerslag bepaalt hoe lang het ontsmettings-
middel aanwezig blijft. Een gedeelte van het middel wordt waarschijnlijk met enig 
slijm van de slijmepidermis door het zakwater afgespoeld. De invloed van de bodem-
vochtigheid is hier niet van die van de neerslag te scheiden. Het bovenstaande zal ook 
voor andere zaden gelden, hoewel SAMRA (1956) voor ontsmet radijszaad slechts bij 
lage dosering een nadelige invloed van hoge bodemvochtigheid vond. Doordat de 
zaadhuid bij de (bovengrondse) ontkieming meer of minder door de grond wordt ge-
trokken, kan het ontsmettingsmiddel des te gemakkelijker van het slijmige zaadopper-
vlak verdwijnen. 
Uit de resultaten die in tabel 34 zijn weergegeven, blijkt tezamen met die in tabel 33 
Tabel34 Effect van enkele zaadontsmettingsmiddelenbijlijnzaad. Jnfectieniveauvanhet zaadca. 25% 
Percentage Percentage zieke (Botrytis) planten 
Zaad- Dosering opgekomen percentage of diseased plants 
behandelingJ) dosage planten 
seed treatment *) g/kg percentage 11 ^ _ _ 13 14 18 30 41 
of plants dagen na het zaaien / days after sowing 
emerged 
1. Onbehanddd 83 W ^ ** 3 " " ^ 
. .ESS* 3 * ».' « w *• w 
dioogl-dry
 n s 2 0 2 3 
, . .. , as. 0 0 0 U,° A" A J 3. Aatiram 3 W u . ,
 i n 1 0 A A .• c 07 0 0 0,3 0,3 l,i» i,u 4. Aatiram 5 93 " » '
 n , , n , n 
« u- 1 06 0 0 0,5 0,5 2,0 l,V 5. Pimaricine 1 y o " „„ „ .
 n - 1 8 1 R 
6. Pimaricine 2 94 0 0,3 0,5 0,5 1, 1,8 
7. Pimaricine 4 96 0 0 ° ° ° ' 3 ° ' 3 
>) ontsmetting 1 dag voor het zaaien / disinfection 1 day before somnz 
Table 34 Effect of some fungicides in linseed. Infection level of the seed about 25% 
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inderdaad, dat het percentage zieke planten groter is naarmate het ontsmettingsmiddel 
sneller verdwijnt. Hoewel Aagrano '48-droog snel is verdwenen, geeft dit middel rela-
tief een goed resultaat. Dit moet worden toegeschreven aan zijn sterk fungitoxische 
werking. 
Andere proeven. Een dergelijke proef als boven is beschreven, is ook uitgevoerd met 
pimaricine ruw poeder en het natriumzout van pimaricine in methanol, beide in een 
dosering van 0,64 g antibioticum per kg zaad en met Aagrano '48-droog in een dosis 
van 3 g per kg. 
Uit de resultaten bleek, dat het ruwe antibioticum bij niet begieten van de grond iets 
beter op het zaad blijft aan te tonen dan het natriumzout. Aagrano '48-droog is binnen 
6 dagen zowel in begoten als niet begoten grond verdwenen. Niet alle kwikbevattende 
middelen verdwijnen echter even snel. Uit een derde proef bleek, dat Germisan-droog 
van 6 tot 11 dagen na het zaaien nog is aan te tonen, terwijl Aagrano '48-droog, 
Ceresan-nieuw en Panogen binnen enkele dagen na het zaaien zijn verdwenen. Het 
gemengde middel Aamertam geeft dezelfde resultaten als Aatiram. Zij beschermen 
het zaad in de grond relatief lang. Van de onderzochte kwikbevattende middelen heeft 
Germisan-droog enige beschermende werking. 
Conclusie. Door de onzekerheid omtrent de uitwendige omstandigheden na uitzaai 
van het zaad, is het bij een secundaire werking van zaadontsmettingsmiddelen van te 
voren niet te voorspellen hoe het effect zal zijn. Een hoge dosis zal door zijn langduren-
de aanwezigheid onder voor het middel ongunstige omstandigheden het beste werken. 
6.9 Kiembeschadiging door zaadontsmettingsmiddelen 
Onder 6.3.2 is vastgesteld, dat het wortelweefsel van kiemende zaden door dampen 
van organische kwikverbindingen wordt beschadigd. Uit microtoomcoupes van deze 
verdikte worteltjes blijkt na kleuring met Harris' Haematoxyline of met Flemming's 
Triple Stain duidelijk, dat deze methylkwikverbindingen bij ongedifferentieerd weef-
sel een polyploidie-verschijnsel induceren, zoals reeds door KOSTOFF (1941) en andere 
auteurs is vastgesteld. De damp heeft een beschadigende werking als het met planten-
weefsel in contact komt. Het is gebleken, dat hiervoor langdurig contact niet nood-
zakelijk is. Verder bleek, dat na het uitleggen van kort gebleven verdikte wortel- en 
stengeldelen op Aspergillus-agarplaten geen fungicide kon worden aangetoond; 
daarentegen wel zeer duidelijk in de zaadhuid. 
Vanwege de fytotoxische werking van kwikbevattende middelen is het gewenst zo 
weinig mogehjk hiervan op het zaad te brengen. De gebruikelijke dosering van 3 g per 
kg mag daarom met worden overschreden, hoewel een hogere dosering dikwijls een 
betere bestrijding van Botrytis geeft (zie tabel 30:10 t/m 13). Weliswaar is het percen-
tage opgekomen planten in deze tabel bij 6 g per kg niet verminderd, maar toch treedt 
een groeiremming op, terwijl de resultaten van andere, hier niet vermelde proeven, 
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laten zien, dat het ook anders kan uitvallen. Er zijn echter twee gevallen waarbij 
kwikbevattende middelen beslist niet mogen worden toegepast (JOHANNES, 1960), 
namelijk bij zaad met een zeer hoog vochtgehalte en bij zaad met zware dorsbescha-
diging. Het eerstgenoemde komt bij handelspartijen zaailijnzaad, die zonodig kunst-
matig worden gedroogd, praktisch niet voor. Alle voorgaande proeven zijn uitgevoerd 
met zaad dat maximaal een vochtgehalte van 13 % heeft. Er is bij een dosering van 3 g 
per kg geen schade waargenomen, ook niet bij een vroegtijdige ontsmetting, terwijl 
zaad met een hoger vochtgehalte niet mag worden opgeslagen. Wat de dorsbeschadi-
ging betreft, is uit proeven van de Plantenziektenkundige Dienst te Wageningen ge-
bleken (mondelinge mededeling), dat in een dergelijk geval schade kan optreden. 
Eigen onderzoek heeft uitgewezen, dat een lichte beschadiging van het zaad de keuze 
van het ontsmettingsmiddel niet beiinvloedt. Zware en lichte dorsbeschadiging moeten 
dus in verband met de ontsmetting apart worden vermeld. Dit in in tegenstelling met 
hetgeen gebruikelijk is (KOOPMAN en DE TEMPE 1954; DE FEYTER, 1955). Zaad met 
zware dorsbeschadiging dient dus te worden behandeld met middelen op basis van 
thiram en captan, die bij het ontsmetten van zaad geen fytotoxische werking bezitten. 
Eventueel zou hiernaast nog het gemengde middel Aamertam kunnen worden ge-
noemd, daar overdosering van licht of onbeschadigd zaad met deze "zaadbeschermer" 
en "zaadontsmetter" bij vlas geen nadelige invloed heeft. 
De gechloreerde chinonen worden hier niet genoemd, omdat zij in Nederland niet 
worden toegepast en bovendien van Spergon bekend is, dat een vergroeiing van blaad-
jes kan optreden waardoor een abnormale bladvorm ontstaat (FORSYTH en SCHUSTER, 
1943). Als het zaad niet of licht beschadigd is (en een niet te hoog vochtgehalte heeft), 
kunnen de zaadontsmetters op basis van organisch gebonden kwik zonder emg be-
zwaar in de voorgeschreven dosis van 3 g per kg worden toegepast. Aangezien zij in 
wezen toch sterk toxische verbindingen zijn, ook voor de mens, en zij bovendien geen 
'beschermende werking' bezitten, is het gewenst hun gebruik tot de matig en sterk 
geinfecteerde partijen te beperken (zie onder 6.5.3). 
Ten slotte moet worden vermeld, dat Ceredon-speciaal, op basis van een orgamsche 
kwikverbinding en een chinonderivaat, bij de meeste gewassen schade veroorzaakt, 
wanneer de dosering hoger dan 1 g per kg wordt genomen (ANONYMUS, 1959). Wan-
neer lijnzaad met 3 g van dit middel per kg zaad wordt ontsmet, zijn de kiemplanten 
weliswaarkortnahetopkomenenigedagengeelgroen van kleur,maarmerkbare schade 
is niet waargenomen. Of dit voor alle omstandigheden geldt moet worden afgewacht. 
Overigens blijkt, dat lijnzaad vergeleken met andere zaadsoorten door zaadontsmet-
tingsmiddelen niet gauw wordt beschadigd. Dit is waarschijnlijk een gevolg van het 
feit dat het kiempje zo goed door de zaadhuid en het endosperm wordt omsloten. 
6.10 Advies voor het ontsmetten van lijnzaad 
In tabel 35 is ten slotte het advies voor het ontsmetten van lijnzaad gegeven. 
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vochtgehalte en van de kiemkracht noodzakelijk. Daamaast moet aan de ontsmetting 
van elke partij zaailijnzaad een bepaling van het percentage beschadigde (licht of 
zwaar) en van het percentage door schimmels geinfecteerde zaden vooraf gaan. De 
voornaamste ziekteverwekkers van het vlas die in Nederland met het zaad overgaan, 
zijn Botrytis cinerea PERS. ex FR. en Ascochyta linicola NAOUM. et VASS. De laatst-
genoemde komt veel minder vaak voor dan de eerstgenoemde, terwijl tegen Ascochyta 
nog geen andere afdoende bestrijding bestaat dan het gebruik van Ascochyta-vri] 
zaad. Uit praktisch oogpunt is het voorlopig voldoende bij de keuze van het ont-
smettingsmiddel alleen met Botrytis rekening te houden, in de hoop dat eventueel 
tevens aanwezige Ascochyta zo goed mogelijk zal worden bestreden. Op grond van 
de resultaten van dit onderzoek is het ontsmettingsadvies dan in een eenvoudig schema 
samen te vatten, waarbij van de stelling is uitgegaan, dat een teler recht heeft op een 
advies met voor hem de minste risico. 
Voor Nederland zullen de vetgedrukte regels meestal het belangrijkst zijn. Vloeibare 
middelen moeten in de daarvoor bestemde apparatuur worden toegepast. 
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Samenvatting 
Na een algemene inleiding volgen twee hoofdstukken over respectively k het vlas 
en de parasiet Botrytis cinerea PERS. ex FR. Op het gewas vlas wordt slechts zover in-
gegaan als voor het optreden van de ziekte van belang is. Wat de parasiet be reft, is in 
het bijzonder aandacht besteed aan zijn verschillende vormen. Daarbij is gebleker, dat 
de fysiologische gronden - de produktie van organische zuren - waarop VAN BEYMA 
THOE KINGMA een forma lini onderscheidt, niet juist zijn. De naar de ^im^nt, 
onderscheiden M-, Sc- en Sp-vorm behoren, evenals de slechts weinig p.isokerde 
tussenvormen, tot de uitgesproken citroenzuurproducenten^Dit is °f*f^™* 
B. bifurcate MILLER en in mindere mate met B. allii MUNN. De citraatp oduktie too* 
af van de isolatie, de temperatuur, het voedingsmedium en de hoeveelheKI kookure 
kalk in het medium. De genoemde drie vormen van Botryrs ^ J ™ ™ £ £ 
natuur - mogelijk door een verschil in parasitaire aard - met m gehjke: mate oP d v „ 
schillende plantesoorten voor. In deze polyfage soort is dus een selectief parasitisme 
meer of minder gekoppeld met degroeivorm. „„unnAPn Vimnen 
In het derde hoofdstuk worden de twee fasen van ^ f ^ J ^ ^ ^ Z 
zijn door een tussenfase, besproken. Geinfecteerd zaad is d ^ ^ ^ Z 
voor de jeugdaantasting. De uitbreiding vindt plaats ^ J ^ ^ ^ ^ Z 
zieke plant uit oppervlakkig door de grand een ^ ^ ^ ^ T S 2 
eindigt wanneer het gewas sterk gaat doorgroeien. Zieke panten j 
snoering van het hypocotyl op de hoogte van het grondoppervlak J ^ ° P £ ^ 
blaadjesdikwijls donker ? ^ . ^ * ^ ^ — " 1 ^ 1 van 
een basale stengelaantasting op, d l % o n t S t a a t , J f n ^ l k t e toblaadjes de Stengel 
sporen van de jeugdaantasting via de ^ d d e ^ ^ u i t w e e r ee„ aantasting 
infecteert. De sporen van deze tussenfase k u m * ^ P ^ J I ^ k o m s t v a n h e t 
van het vlas vanaf de bloei te weeg b r e n g e \ ™ * ? ™
 s t e l l e n . D i t inoculum 
eerste inoculum voor de tweede fase van de ziekte met vast 
zal voornamelijk van andere f ^ ^ t o r e T b e s p r o k e n die gunstig zijn voor 
In het vierde hoofdstuk w o r d e n ^ ^ ^ ^ ^ ^ c i B S ^ t ^ c U ^ a 
het optreden van de grauwe schimmel. Voor ^ ^ a
 d e d> m a a r Gok 
in de eerste plaats ^ ^ ^ r ^ ^ ^ A of een geringe activi-
^ l a g p b o d c m i t e m p c m t u n r ^ h c t ^ ^ ^ J s c h i m m e l remme, Alle 
teit van bodemorganismen die de ontwikkei J> ^ ^
 b e g u n s t i g e i l ) w e r k e n 
khmatologische factoren die de genoemde eda ^ ^
 z a a i z a a d b e v o r d e r t 
gunstig op het ^ ^ n ^ J o z ^ . ^ J ^
 d e Q u d e r e p l a n t > h o e w e l 
de aantastmg eveneens. Dit geldt OOK VUUI u 
hier vooral klimatologische factoren, als veel vocht, van belang zijn. De temperatuur 
speelt een meer ondergeschikte rol. 
Het vijfde hoofdstuk gaat over behandeling en onderzoek van het zaad in verband 
met Botrytis. De natuurlijke infectie van het zaad, die uit een myceliuminfectie van de 
zaadhuid bestaat, daalt afhankelijk van de temperatuur meer of minder snel en is bij-
voorbeeld door het bewaren van het zaad bij 34 °C na 23 dagen - bepaald volgens de 
filtreerpapier-methode - verdwenen. De relatieve luchtvochtigheid moet hierbij in 
evenwicht zijn met het vochtgehalte van het zaad. 
Bij eenzelfde onderzoek met kunstmatig met sporen besmet zaad bleken de sporen 
onder natuurlijke omstandigheden geen ziekte te kunnen verwekken. Uit dit onder-
zoek met sporen Week, dat losse sporen in een petrischaal na 60 dagen nog op een 
voedingsagar kunnen kiemen, hoewel hun vitaliteit wel afneemt. Op lijnzaad gebracht 
blijven zij langer in leven naarmate de temperatuur en de luchtvochtigheid lager zijn. 
Verder zijn de Ulster- en de filtreerpapier-methode, die bij het gezondheidsonderzoek 
van het zaad worden gebruikt, vergeleken. Met de eerst genoemde methode worden 
alle aanwezige infecties aangetoond, met de laatstgenoemde slechts de vitale, die in het 
veld een aantasting van de kiemplanten verwekken. De resultaten van beide methode 
verschillen - tot het mycelium in de zaadhuid geheel is afgestorven - meer naarmate 
het geiinfecteerde zaad langer is bewaard. Hoewel praktisch niet van belang, wordt een 
sporenbesmetting van het zaad met de Ulster-methode altijd, met de filtreerpapier-
methode slechts sporadisch aangetoond. 
In het zesde hoofdstuk wordt de zaadontsmetting met chemische middelen behandeld. 
Om tot een gefundeerd ontsmettingsadvies voor lijnzaad te komen, zijn niet slechts 
zaadontsmettingsproeven uitgevoerd, maar is tevens een onderzoek ingesteld naar de 
dampwerking van een aantal middelen, naar de wijze van toepassen, naar de mogelijk-
heden van de 'dubbele ontsmetting', naar de invloed van de hoeveelheid neerslag op 
het resultaat van de ontsmetting en naar de fytotoxische werking, in het bijzonder van 
kwikbevattende middelen. Aan het einde van dit hoofdstuk is het ontsmettingsadvies 




One of the most important flax parasites in Holland is Botrytis cinerea PERS. ex FR 
The disease (grey mould) caused by this fungus is seed-borne. In connection with 
linseed exports it was felt desirable to undertake an investigation into the various 
aspects of this disease. Owing to the delay in publishing this ^ ^ ^ ^ ^ 
already appeared elsewhere and some have been confirmed or supplemented by othe 
workers/For practical reasons their results are referred to in the discussion of our 
own research. . , .
 x .. . „„+,•.,, ;c „.-, 
To give the reader a proper understanding of the enUre subject the t e a t e p r e 
faced by a chapter on flax. The parasite itself is dealt with in a separate investigation. 
1 Flax 
By 'flax' is invariably meant fibre flax. Only a few matters of important to the 
investigation are touched on, viz.:
 theconsiderablefluctation 
1.1 The surface area grown with flax, stress oeing ww 
in the area grown with flax and ^ r ^ ^ J ^ t o * * * determining the 
1.2 Flax growing, with a brief discussion of the various^ a 
choice of the plot for sowing (e.g. mechanical composition and physical 
status of the soil), the sowing time and the method o h j £ £ j £ plant, this being 
1.3 The growth of the flax plant from the seed to the harvest^ r.p> p 
important for the manner in which Botrytis attacks the plant (cf. fig. 1). 
2 The parasite Botrytis cinerea PERS. ex FR. 
2 , The introduction discusses the ^ * ^ ^ Z Z S ? J Z 
KINGMA distinguishes a separate form of tolungu , ^ . n v e s t i g a t i o n 
quently the only Botrytis references cited are ^ ^
 a n d t h e c h a r a c . 
Our own investigation of the fungus relates to the spec 
teristics in vitro, including citrate production in paruc . ^ ^ ^ . ^ ^ 
2.2 Both isolations of flax and of ^ * « f ^ S ^ ' J ?
 t h e fungus is noteworthy, 
in the investigation. In this connection the^vana "
 r o t i u m ) a n d an Sp- (Spore) 
PAUL'S classification into an M- (Mycelium;, a v ^ ^ Intermediate forms are 
form having practical utility. ^ J f " ^ ^
 apparently do not occur on the 
occasionally found. Moreover the different torms vv 
different host plants to the same extent. The M-form in particular is found on flax, 
the Sc-form to a slight extent, the Sp-form being absent. 
2.3 In order to obtain some information on the specialisation, infection tests with 
the M- and Sc-forms were carried out on flax, pea, strawberry and raspberry (see 
plate I; the Sp-form of tomato was not received until later). The M- and Sc-forms 
appear to be polyphagous, but the M-form is relatively highly parasitic and attacks 
flax more readily than the Sc-form, whereas the Sc-form, for example, actually makes 
better use of the strawberry fruit. 
2.4 The characters discussed are the external appearance, the dimensions of the 
spores (9.3 x 7.8 jx) and their optimum germinating temperature (15° to 20 °C), the 
growth of the mycelium at different temperatures (see fig. 2) and the formation of 
sclerotia (optimum temperature 21 °C). 
2.5 Citrate production in the Botrytis genus, especially Botrytis cinerea. 
2.5.1 This examination was carried out by adding 2 % CaC03 to potato glucose agar. 
After the calcium salt crystals had been isolated from the agar and dissolved in 
dilute HC1, the acid was identified by means of unidimensional paper chromatography. 
2.5.2 All isolations appeared to form citric acid; in no case was oxalic acid identi-
fied (see plate II). The two uppermost patches are also found in blank tests without 
fungus culture. The calcium citrate crystals are often arranged in the form of little 
whorls. The citrate production was found to be dependent on the species and the iso-
lation (see plate III). The M-form of Botrytis cinerea of flax is the most rapid and 
abundant producer of crystals, and therefore produces most citric acid, even after a 
single passage through strawberry, raspberry or pea. The Sc- and intermediate forms 
are slower and less abundant producers of crystals and therefore produce less citric 
acid, even after a single passage through flax. The Sp-form of tomato also appears 
to form less citric acid than the M-form of flax. In experiments with citric acid placed 
on a medium of potato glucose agar and 2% CaCOs, the COa production and crystal 
formation of calcium citrate showed that the rate and abundance of crystal formation 
increases with increasing temperature and amount of citric acid. A certain amount of 
citric acid must be present to ensure crystal formation. This minimum amount required 
depends on the temperature (see table 1). Hence when an isolation of Botrytis on a 
nutrient agar with calcium carbonate does not result in any crystal formation this 
does not mean that the fungus has secreted no citric acid in the agar. 
The Botrytis cinerea species, and not only a form of Botrytis, as stated by VAN BEYMA 
THOE KINGMA, should be included among the specific citric acid producers. Of five 
other Botrytis species B. bifurcata MILLER produces as much citric acid as the Sc-form 
of B. cinerea; the acid is also produced by B. allii MUNN, but more slowly and in less 
abundance. Hence the Botrytis genus includes several species that should be reckoned 
as citric acid producers. 
2.5.3 The citrate production appears to depend on the CaC03 concentration (see 
table 2 and plate IV). 
2.5.4 The citrate production also depends on the temperature (see table 3 and plate 
V). The maximum number of crystals is reached very rapidly above 28 °C in both the 
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M- and Sc-form and is the same in both cases. Below 26 °C crystal formation begins 
later with decreasing temperature and differences occur between the M- and Sc-forms. 
The M-form of flax invariably produces more citric acid than the Sc-forms investi-
gated. These results would imply that the temperature influences the citrate pro-
duction of the fungus. But the number of crystals formed at a given temperature is the 
resultatant of the citric acid formation by the fungus and the reaction between citric 
acid and calcium carbonate at that temperature. 
2.5.5 Finally, the citrate production depends on the nutrient medium. Malt agar 
gives rise to fewer, but distinctly larger wreath-shaped crystal complexes of calcium 
citrate. With maize agar few if any crystals are formed in the Sc-form, but consider-
ably more in the M-form. No crystals are formed with mucus agar prepared from the 
epidermis of linseed. 
2.6 It is stated in the discussion that the facts on which VAN BEYMA THOE KINGMA 
based his creation of Botrytis cinerea forma lini in 1930 are incorrect. It is even impos-
sible to typify Botrytis cinerea by means of the physiological character he employs 
because other Botrytis species also belong to the group of distinct citric acid producers. 
The fact that no other organic acids were observed in this study is possibly due to the 
concentrations being too low. After passing through another host plant the M- and 
Sc-forms largely retain the same capacity of forming citric acid. Hence the difference 
in capacity is a characteristic difference between the two forms. The relatively high 
parasitic nature of the M-form might therefore be due, among other things, to the 
rapid production of abundant citric acid which poisons the plant cells before enzyme 
activity occurs. 
Preliminary experiments with cut-off seedlings and older plants in various dilutions 
of citric acid make it seem likely that this acid plays some part in infestation. Should 
the virulence also be determined by this acid, the Sc-form would be as parasitic as the 
M-form above 26 °C, provided it is not limited by other factors. 
Investigation has shown that under natural conditions selective parasitism is linked 
to a greater or lesser extent to the chief forms of growth. With this limitation Botrytis 
cinerea is polyphagous. . ,_. 
Botrytis is better described as a weak parasite than as a weakness parasite. The 
external conditions play a material part in the infection. 
3 Pathogenesis 
3.1 In anticipation of the investigation, it is stated in the introduction that two stages 
are to be distinguished in grey mould, viz. infection of young plants and infection^f 
older plants. This distinction was not drawn by previous workers as it was thought 
throughout the growing period of the flax the disease was propagated by means of 
spores. The two stages of the disease are discussed separately. 
Under the beading/references' the same points are cited as those discussed in our 
own investigation. , , 
3.2 The usual information is given under materials and methods. 
3.3 Infection of young plants. 
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3.3.1 It would appear that infected seed is by far the most important source of in-
fection and that generally speaking there is no soil infection (see table 4). No infection 
was observed even from sclerotia. It is true that the fungus belongs to the group of 
soil invaders, but it is poorly viable in natural soil. When isolated from soil by other 
workers, in certain cases it may have been confused with Patella abundans (KARST.) 
SEAVER. Airborne spores are incapable of infecting seedlings. This may be due to the 
waxy layer of the plant and the absence of a micro-climate in the young plant. The 
greater the number of infected seeds in a batch, the higher is the incidence of the di-
sease (see table 5). 
3.3.2 Seed coat sections of infected seeds and the different effect obtained when 
seeds artifically contaminated with conidia and others naturally infected are disin-
fected (see table 6) show that the commercial seed has a mycelium infection of the seed 
coat, although theoretically spore contamination of the seed is also possible. 
3.3.3 After the seed has been sown the fungus passes from the latent to the active 
state. When the fungus reaches the plant only a few days before it emerges above the 
soil, pre-emergence killing occurs. In this case the infection takes place at the bounda-
ry between the hypocotyl and the cotyledons which are still protected by their seed 
coat. When fungus penetration occurs shortly before emergence the plant is admittedly 
above the soil, but there is no further development and it soon dies. 
Depending on the viability of the fungus and the external conditions, particularly 
the state of the soil, a greater or smaller percentage of infected seeds produces a plant 
which emerges above the soil in the usual way and is not infected at the base until 
later. Generally speaking the seed coat remains very superficially in the soil, often 
adhering to the underground part of the hypocotyl. Using the seed coat as its food 
base, the fungus only penetrates into the soil over a very short distance. When the 
seed coat is lifted above the soil together with the cotyledons the fungus can grow over 
the seed coat in the direction of the young plant. The first infection then occurs at 
the apex. This only takes place under extremely moist conditions. 
Sporulation of the fungus on the plant indicates the pathogen. When a seedling has 
been killed before emergence it will only give rise to a mass of conidiophores (visible 
on the surface between the soil particles) when the soil has been steamed. Spores 
may also develop from the infected seed coat that has remained in the soil after 
emergence of the plant (and also in steamed soil only); the latter sporulation may 
even be visible before the plant has become infected. 
3.3.4 When the infection occurs before the emergence of the plant the fungus grows 
over the entire plant. The tissues soften and cave in. When the infection does not occur 
until after emergence, fungus growth in the plant is confined to the collar of the hypo-
cotyl, where a constriction becomes visible (see plate Via). The infected portion often 
has a reddish-brown discoloration, and sometimes it only has a glassy appearance. 
Owing to the constriction a seedling immediately falls down. When the atmospheric 
humidity is relatively high there is rapid sporulation of the fungus. In addition to 
these symptoms characteristic dark patches usually appear on the cotyledons and the 
normal leaves. Sometimes they are bands on and along the veins (plate Via and 
122 
VII). This phenomenon is related to the constriction and is due to the extreme eva-
poration and reduced transport of water in the plant. Under conditions of low atmos-
pheric humidity and sunshine an infected seedling soon withers and turns brown. 
As a result of contamination with spores chiefly derived from the basal fructification, 
the dying plant can subsequently be colonised by Botrytis above the constriction. 
Healthy young plants are unaffected by such a contamination. When the seed coat 
and cotyledons are together lifted above the soil a brown constriction of the hypo-
cotyl occurs below the seed leaves. This rarely happens in the field. 
Even before the entire plant has been colonised, mycelium from the primary, basal 
infection grows superficially over a short distance in and over the soil and infects a 
neighbouring plant. Mycelium can also spread from a young plant which has been 
killed before emergence. In this way Botrytis goes from one plant to another and rows 
of plants are destroyed. A greater gap between plants can only be bridged when the 
diseased plant falls down in the direction of the row. When the atmospheric humidity 
is high the infection can also spread by direct contact between a healthy and an in-
fected plant. . . • „,„ 
While the disease spreads the plants grow older and sturdier. It becomes increasing y 
difficult for the fungus to attack the base of a plant, so that it becomes an ™**™& 
poorer nutrient medium for the promotion of fungus growth in the soi (see plate 
VIb). For this reason the juvenile disease stops at a given moment. But fairly old 
plants can also be subsequently destroyed as a result of the early infection since, a) 
roots are sometimes formed above the site of infection that may prolong the: life oi_the 
plant until the moisture uptake is no longer able to keep W™f^Z7Z°2 
(b) the fungus grows so slowly in the bark of older plants that the infection only 
becomes fatal at a late stage. 
3 l f S ^ : ; S S e disease s-ws that when the ^ d e r p ^ i n ^ c t e d 
a potential source of infection is only formed by spores from ^ ^ ^ ^ [ 
other sources. An early infection in which spoliation is P ^ X ' ? ^ " 1 the 
b a s a l i n f e c t i o n v i a ^ ^ 
origin of the inoculum cannot be exactly ascertained and may also come from 
the field. Weeds may also harbour Botrytis. formed after a 
3.4.2 The above-mentioned plants with a basal « ^ 2 « ^ Z d Z ^ Z l 
spore contamination of the dying seed leaves are i s o W £ £ ^ £ £ j ^ 
They are important for the continuance f ^ ^ T ^ ^
 l a n t ^ latter usually 
the link between early infection and the ^ « ™ ^ d ° Z L the crop is readily 
occurring from flowering onwards). From uns]p. .g 
infected independently of Botrytis in ^ " " ^ P l - t and subse-
probably due to physiological and morphological changes in P 
quently also to the presence of dying parts of: plants. . ^ ^ 
Finally the seed bolls are infected and the seeds at the same time. 
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parts of plants, diseased bolls are often of a light-brown colour and under humid 
conditions exhibit abundant fungus sporulation. In one and the same field brown 
coloured seedbolls show 55 % infected seeds, versus the normal coloured ones 3 %. 
The stalk dies above a diseased patch and a sporulation may also appear on this. Under 
the conditions prevailing in the Netherlands sclerotia are not usually formed on the 
infected parts. In many cases severe infection of the seeds does not occur until after 
the crop has been pulled; in bunches dried in the greenhouse 17% of the seeds were 
infected, and 51 % in bunches treated in the field in the usual way. A late infection of 
this kind has no effect on seed formation. But the effect is evident when seed infec-
tion occurs before pulling (see table 7). After such an early infection of the seed the 
fungus is probably also more deeply seated in the seed coat and is therefore more 
difficult to control by means of seed disinfectants than in years in which the infection 
is of late occurrence. 
4 Environmental factors and the occurrence of grey mould 
4.1 The degree of infection of the seed is a good indicator of the amount of infection 
material present during sowing. Whether and to what extent the disease will occur in 
the young crop and spread depends on environmental conditions. This is also true of 
the infection of the older plant, although in this case the size of the source of infection 
may not only vary fairly considerably from year to year but even from day to day. 
Most published evidence is descriptive rather than analytical. It chiefly relates to the 
infection of the older plant, the particular way in which the disease spreads during the 
early stage not being known. 
4.2 The usual information is given under material and methods. 
4.3 Early infection. 
4.3.1 The early stage of the disease takes place in the uppermost layer of the tilth, 
so that the incidence of the disease will be primarily determined by edaphic factors. 
Fig. 3 shows that a humid layer of topsoil favours the occurrence of the disease. There 
is only a fresh outbreak of the disease in the case of steamed soil with a dry topsoil 
when all treatments has been uniformly watered form the 31st day after sowing. A 
persistently high moisture content of the soil is due to the frequent occurrence of 
precipitation. 
The results of the sowing-period trials undertaken in 1956 show that owing to the 
great amount of precipitation during emergence the plants of the second sowing 
period were more severely infected by the fungus than those of the first sowing period. 
When the topmost layer of natural soil is dry for a long period, e.g. as a result of solar 
radiation, the disease does not spread and the fungus is scarcely if at all able to over-
come this period. In this case it is possible for a fairly healthy crop to grow from 
severely infected seed. 
Not only is the humidity important, but the soil temperature as well. The lower this 
is the more slowly will the plants grow. This also applies to Botrytis, but to a far lesser 
degree. The results presented in table 8 indicate that at a low temperature the number 
of diseased plants starting from infected seed is greater than at a high temperature. 
124 
The fact that at a low temperature there are no differences between steamed and 
unsteamed soil will be explained below. According to the results given in table 9, pre-
emergence killing is greater with decreasing temperature. This confirms the results of 
the above trial. The cold treatment of 3* hours a day at -3°C had little or no effect. 
After the seed has been disinfected with thiram there is a considerable improvement in 
the emergence at low temperatures in particular and pre-emergence killing is probably 
nil. The decline in the percentage of diseased plants after emergence at decreasing 
temperatures during germination is due to the continually widening stand of the crop 
as a result of pre-emergence killing. The above results are confirmed by the results o 
the sowing-period trials. As the temperature (measured just above ground level) 
increases during the course of the season, the number of diseased plants before and 
after emergence decreases. But the temperature is bound up with the decrease in 
viability of the fungus in the seed. Temperatures below zero do not promote: the 
infection, although a fairly large number of plants may sometimes fa 11 down at once 
after a night-frost as a result of Botrytis. Had there been no night frost a number of 
these diseased plants would have been noted as diseased at the following count. As 
result of incipient infection they were unable to outlive the cold. 
Table 4 and fig. 3 and 4 show that as regards the course of the d»ea»the» 
difference between steamed and unsteamed soil. Although various P " * * ^ ™ 
modified as a result of soil steaming, it will be obvious that m this ca the effect 
steaming is due to soil organisms that inhibit the development o W ' ^ 
The fact that the effect of steaming cannot be clearly ^ o m ^ \ Z l n l Z 
to the use of soil which was removed from the topmost layer of^h fie d m a ^ 
frozen state. It can also be seen from fig. 4 that w ^ the same numb «^pfcn, 
emerged (in the present case this only applies to * * ^ Z ^ £ L * 
occur withnon-disinfected seed as well) Botrytis^ection * ™ ^ J 
than in unsteamed soil. This must also be attributed to competition 
by the soil flora. . „
 o f infected seed in unsteamed 
Since the percentage of plants emerging after sowing ^
 b e t w e e n ^ 
soil is usually higher than in steamed soil, in the iorm ^ percentage of 
Plants is smaller than in the latter. This may sometimesjnss^ ^ ^ ^ ^ ^ 
diseased plants after emergence being higher in uns earn ^ ^ ^ ^ ^ . ^ ^ ^ 
For this reason the percentage of remaining healthy p
 w a s f o u n d t h a t in this 
In an experiment with Botrytis spores on linseed (see^ -^ ^ ^ ^ ^ number of 
case the time interval between steaming and sowing ^ ^ ^
 a f t e r s t e a m i n g . 
diseased plants. This is due to the gradual recovery ^ ^
 p l a Q t s i n n a t u r a i and 
The above-mentioned difference in numbers of con ^ ^ ^
 10 w e a r e probably 
steamed soil also applies to other pathogens. To ju g ^ ^ ^ ^ o ^ g a n i s m s 
justified in drawing the general conclusion thai; the e ^ ^ ^ .g I o c a t e d i n t h e 
have on infection of seed depends on the depth to ^ ^ manner in which 
seed, the manner in which the fungus infected the see ^ ^ ^ ^ ^ 
the plant germinates. The pathogen itself is p r 0 b a /
 position and activity of the 
Field observations make it seem probable that in 
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microflora are also factors in the field. In this connection the catch-crop may affect 
the disaese that may occur after the sowing of infected seed. But the effect of the soil 
structure was also bound up with this. 
4.3.2 A high relative atmospheric humidity and much cloud have an adverse effect 
on the drying of the top layer and will therefore favour the occurrence of early in-
fection. At higher temperatures flax grows rapidly, so that the susceptible stage is soon 
passed. Sowing-period trials have shown that healthy flax plants are capable of sur-
viving a night-frost of -8 °C. 
4.3.3 The results in table 11 clearly show that the disease spreads increasingly with 
increasing amounts of sowing seed per unit of surface area and that when the seed is 
sown in rows there is a higher incidence of grey mould than when it is broadcast. 
4.3.4 It was pointed out that the depth of sowing has no effect on the incidence of 
early infection. 
4.4 Infection of the older plant. 
4.4.1 It was ascertained from inoculation experiments in the greenhouse and from 
field observations that humid conditions are required for contamination. The temper-
ature is a secondary factor. The closer it is to the optimum spore germination temper-
ature the more favourable it is. A great deal of precipitation in the form of thunder 
showers can easily cause flax to lodge, especially when the crop is too rank. Under 
such conditions Botrytis will practically always occur. A dense stand of the crop 
greatly favours the occurrence af grey mould. 
A wet harvest period greatly increases the number of seed lots severely contaminated 
with Botrytis. Table 12 shows that when the seed is in an exceptionally poor state of 
health the months of July and August were wet. When they are in a good state of 
health, July in particular was a dry month. Thus a wet harvest period greatly increases 
the number of seed lots severely infected with Botrytis. As it cannot be stated when 
the flax left the field in the various years or how the rain fell, the relationship is only 
clear in extreme cases. Moreover no separation was made into different cultivation 
areas, and the classification of the seed in the infection categories is fairly wide. There 
are also considerable differences in the numbers of seed samples examined each year. 
This table clearly demonstrates the extent to which Botrytis occurs in Dutch seed. 
4.4.2 The amount of sowing seed determining the density of the crop also affects the 
incidence of grey mould in the infection of the older plant. 
5 Treatment and examination of the seed in connection with Botrytis 
5.1 Little was known about the behaviour of Botrytis during the storage of the seed. 
COLHOUN and MUSKETT ascertained by the Ulster method that 'under normal con-
ditions' the fungus remains in the seed from 16 to 40 months, during which period 
there is a gradual decrease in the percentage of infected seeds. We knew from our own 
experience that the level of infection of a seed lot, as determined by the paper filter 
method, falls from 30% to 0.5% when stored at room temperature during the year 
following harvesting. There is also a decline in the viability of the fungus. 
Seed disinfection trials with chemical agents have to be stopped in spring as the via-
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bility of the fungus has then become so slight that each disinfection treatment gives 
100% control, although the untreated seed can still produce a fairly high percentage 
of diseased plants. 
In order to gain a better insight into the rate at which the fungus dies in the seed, 
certain amounts of seed were stored at different temperatures and relative atmospheric 
humidities. After the treatment the state of health of the seed was examined in two 
ways, viz. by the filter paper method and the Ulster method. The seed of each treat-
ment was usually also sown in soil. This makes it possible to compare the practical 
utility of the two methods of health investigation. This is important, as it is known 
from the literature and our own experience that the different methods give different 
results, and this may cause difficulties in the export of sowing seed. A number of 
methods are discussed. The particular method employed at a seed inspection station 
is often determined by the historical development and the facilities available. From 
the international point of view an ager method is preferred. 
5.2 In this summary it is only stated under material and methods that in most 
greenhouse experiments the seeds were sown in a square pattern 1.5 cm apart and at 
a depth of 1 cm. This spacing between seeds is intended to prevent as far as possible 
the spread of Botrytis from one plant to another. For the same reason the contami-
nated plants were removed at each count. In this way there is no infection of neigh-
bouring plants in steamed soil when there is only slight infection, although this is not 
the case when there is severe infection. In the first case a slight difference between 
treatments is enough to be significant, but when there is severe infection it is usually 
only a greater difference that is significant, the reason being that in the replications of 
the same treatment there may be considerable variations in the degree of mfection ot 
neighbouring plants. , .,, 
5.3 Both naturally infected seed and seed artifically contaminated wtth spores was 
stored under different conditions. ,. „. „m ,,._, 
5.3.1 The effect of temperature on the percentage of infected seed is shown ™y 
clearly in fig. 5. The results of shed storage are of practical i m p o r t a ^ ^ ^ 
ture being much lower than in the other cases mentioned. This i f T ^ S S 
determined the duration of storage in the succeeding experiments. Th « ^ ™ ™ 
also show that the viability of the fungus in the seed decreases andthat the fungu 
eventually dies (table 13). This occurs more rapidly the higher the temperature 
which the seed is stored. .
 t D „.,,„•„ J-.-A after 23 
In agreement with the results of the preliminary expenme*. Bo«y« d«d ft r 23 
75 % according to the filter paper method. After tne seea na 
was not found to have undergone any loss ^ f ^ ^ ^ o t
 i n equilibrium 
The result of too low a relative atmospheric hunnchty whic ^ 
with the moisture content of the seed is ^ ^ ^ Z ^ i n f b . f f ^ 
penment in which larger amounts of seed were ^ ^
 a t m o s p h e r i c h u m i d i t y 
house and the field (table 14). No steps were taken to keep
 § 
at a required level. According to the results, seed sample N 13, 
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experiments was thought to contain no further viable mycelium after the treatment, 
still contained 9% of infected seeds according to the filter paper method. Nor was the 
level of infection reduced to zero in the other seed samples. This must be attributed 
to the fact that owing to the loss of moisture the temperature of the seed was lower than 
the temperature of the air. Despite the exceptionally dry year in 1959 the treatment was 
effective.1) After the heat treatment seed emergence was very significantly better 
(P = 0.01) than that of untreated seed, and owing to the drought there was practi-
cally no occurrence of grey mould after emergence. After the seed has been sown in 
the greenhouse there is a slight occurrence of the disease after emergence, the degree 
of infection running parallel with the results of the health investigation. 
5.3.2 In order to ascertain whether seed contaminated with spores produces diseased 
plants, experiments were undertaken in steamed and unsteamed soil, with and without 
seed disinfection. The results of one such experiment are shown in table 15. The results 
of this and other experiments demonstrate repeatedly that after the seed has been con-
taminated with spores Botrytis infection can only occur in recently steamed soil and 
then only to a slight extent; sometimes it may be absent altogether. No infection 
occurs in soil which has been steamed 14 days before sowing or in unsteamed soil. 
This is contrary to a natural infection of the seed, i.e. with mycelium (cf. specimen D 
II in table 15). Since spore contamination of the seed is to be reckoned as a potential 
hazard and spores play a material part in the contamination of the older plant, it 
is desirable to have information on the life and viability of the spores under different 
conditions. 
It was found in a preUminary experiment that loose spores on a Petri dish still 
germinated on potato glucose agar 60 days afterwards. True there was some decrease 
in viability; this is better retained when the spores are attached to the conidiophores. 
Experiments were then carried out with spore-contaminated seed stored at different 
temperatures and an atmospheric humidity of 75 % (one treatment at 55 %) or two 
atmospheric humidities of 25% and 75%. According to the results of the Ulster 
method shown in table 16 and fig. 6, the lower the temperature the longer the spores 
on the seed remain alive. Moreover the spores retain their germinative power longer 
at a relative atmospheric humidity of 25% than at one of 75%. These results agree 
with the findings of ANGELL and HILL in experiments with Bremia lactucae REGEL, 
but not with those of HENNEBERT and GILLES with Botrytis cinerea. Hence the rate at 
which the spores on the seed are killed by high-temperature storage greatly depends 
on the humidity of the air. When the contaminated seed is stored from 20 to 30 days 
at 30 °C and an atmospheric humidity of 75 % the level of contamination falls by over 
95 %. But at lower temperatures and low atmospheric humidities the spores have a 
considerably longer life. It is only when the seed is stored for 363 days at 30 °C and a 
relative atmospheric humidity of 75% that there is no further germination of the 
seed. There was no decline in the germinative power of the seed when it was 
l) On the other hand the thiram seed treatment (3 g per kg) was entirely ineffective. 
Owing to the prolonged drought the powder was apparently unable to exert any effect 
(see under 6.8). .. . . . . . . 
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stored for the same period at a relative atmospheric humidity of25/ 
The impression gained from the above experiments is that according to the Ulster 
method the spores respond in about the same way as the mycelium m the seed to a 
hot-air treatment at a high relative atmospheric humidity.
 mmnareA 
5.4 In the following the results of the Ulster and filter paper methods.are company 
For carrying out the Ulster method it was found better to lay out 5 eednnste do 
10 per dish of diameter 9 cm, as otherwise the fungus « ^ . f ^ . ^ ^ 
form one whole after five days. The observations made on different days provide us 
with information on the viability of the mould. 
Table 13 shows that when the seed is stored for a number of month at 2 to 5 , 
according to the filter paper ^ ^ f ^ Z ? / ^ ^ 
11 %, for DII from 33 % tot 17 %, for D III from 36 /„ to 27 /0,^ano i 
40% to 25 •/„. It was also found that the higher the temperature h mo»rapd s he 
decrease. According to the Ulster method, in the first instance ^ ^ ^ 
fected seeds decreases far more slowly with rising tempera ure ^ ^ ^
 t 0 a 
filter paper method, but after 23 days shows the s a m e ^ ^ . 
valuable observation after 2 days in the Ulster method there was am ^ ^ ^ 
in the viability of the fungus with rising temperature (cf. also mo j . 
from the results of the Ulster method after 2 and 5 days (shown **^™
 t 0 
same is true when linseed is stored at a single temperature ^ -
the duration of storage.
 t 0 ^ g e times higher, 
In table 13 the results of the Ulster method at 5 C are aoo ^ ^ ^ ^ ^ ^ 
at 30 °C even ten or more times higher, than the resu s ^ ^ ^ ^ ^ 
Owing to a decline in the viability of the mould, it is t
 d . f f e rence b e t w e e n t h e two limits the higher the storage temperature the greater is
 w h e r e a s ^ 
methods. Hence the Ulster method identifies all wfetaa* P 
filter paper method only identifies the very viable inteci ^ ^ ^ ^ ^ ^ 
Since the ratio of 3:2 between the results of the u ^ ^ ^
 a v a i l a b l e 
(according to DE TEMPE) proves to be entirely inappnc ^ ^ ^ ^
 fa ^ 1?> 
data were collected of a number of samples. Some ^ g ^ ^ a u t u m n 0f 
The seed samples were stored at 2° to 5°C from the aura ^ ^ ^ ^ ^ ^
 m e t h o d s 
1959. It may be assumed that the ratio of 3:2 betwee ^ ^ ^ ^ ^
 c a s e f o r 
does in fact exist, but according to the data shown in ^
 f a t i o af terwards becomes 
a certain period, viz. in the autumn about October, *" . ^
 o f t h e specimens of the 
increasingly wider. This is confirmed by the deter methods would be the 
1959 harvest. It would seem probable that the result ^ ^ ^ .Q ^  t h a t both the 
same immediately after harvesting of the flax. It sfto ^
 a b s o l u t e level of infection 
rate of decline of the viability of the fungus and tnai ^ ^ ^ ^ ^
 s a m e m 
need not be the same for different lots, and that tne 
different years. .
 f ^ b e s t practical results. Before dis-
It is important to know which method gives uw 
cussing this the following observations must be mai •
 Qf ^ p l a f l t i n s e v e r e l y 
Comparison of the incidence of Botrytis in the ea y 
infected seed in the field and greenhouse shows that even at a low temperature and 
high humidity it is impossible to obtain the same degree of infection in the greenhouse 
in unsteamed soil as under given conditions in the field. In the latter case the conta-
mination may be so severe that the grower has no alternative but to plough in the 
crop. The above phenomenon must be due to a marked antagonism in the natural 
soil under greenhouse conditions, and climatic conditions in the greenhouse do not 
have the same typical character as the climate outside. On the other hand, when 
steamed soil is used in the greenhouse the disease always manifests itself to a degree 
which is more comparable with its occurrence in the field under favourable conditions 
than when natural soil is used in the greenhouse. As a result of these findings use is 
generally made of steamed soil. 
Tables 13 and 14 show that the results of the filter paper method usually show 
better agreement with the incidence of the disease after the seed has been sown in 
steamed soil than do the results of the Ulster method. It was demonstrated above that 
when steamed soil is used these results can be applied to practical conditions without 
further modification; in one and the same lot the percentage of plants in the field that 
become diseased from the seed, does not exceed the percentage found in steamed soil 
in the greenhouse. 
Tables 15 and 16 show that the presence of spores is invariably indentified in the 
Ulster method, but in only one of the two said experiments in the filter paper method, 
and then only in part. This is confirmed in tabel 18. 
In theory the difference in results between the Ulster and filter paper methods might 
be partly due to a contamination of the seed with spores. However, it was shown 
above that the natural contamination is a mycelium infection. 
5.5 The lethal effect of a high temperature on Botrytis in the seed can be put to good 
use. Temperatures from 20° to 30 °C are suitable for this purpose. The air should 
preferably have a humidity which is in equilibrium with the moisture content of the 
seed. This treatment may interest plant breeders in the first instance, especially when 
small amounts of seed are involved. It is sufficient to reduce the level of infection, 
determined by the filter paper method, to a a few per cent so that any mycelium still 
present, but already less viable, can be eliminated by means of a supplementary 
disinfection with chemicals. 
6 Seed disinfection by means of chemicals 
6.1 In the control of grey mould one can in the first instance aim at keeping the 
older plant in good health so that the seed also remains free from the pathogen. This 
method of control can be partly carried out by means of a series of cultural steps and 
could be supplemented with one or more protective sprayings of the crop with a 
fungicide between flowering and harvesting. Unlike chemical disinfection of seed, the 
latter method is hardly economically feasible, so that the seed treatment is commonly 
employed. Owing to the structure and above-ground germination of the seed, dis-
infection of infected seed is more important than protection. Our own investigations 
showed that wide crop spacing due to the spread of infection cannot being prevented 
130 
by spraying the seedlings with a fungicide because the early form of disease is not 
spread by means of spores. 
In Holland linseed was disinfected with mercury-containing chemicals before 1950. 
When thiram-base chemicals subsequently came on the market it was these that were 
chiefly used. One probable reason for this change is that the seed was fairly frequently 
damaged by threshing at that time. 
6.2 As regards material and methods it will be sufficient to state in this summary 
that the seed disinfectants examined are listed in table 19. In practically every experi-
ment the thiram-containing chemical Aatiram, which may be regarded as representa-
tive of this group, was used as the control. 
6.3 Many effective organic, mercury-containing chemicals are volatile, so that 
research is needed into their vapour action with regard to Botrytis. 
6.3.1 Some idea of the volatility may be obtained by laying out on Aspergillus agar 
plates seeds disinfected, say, 30 days and immediately beforehand (3 g per kg). 
Plate VIII shows that Dry Aagrano'48 and Panogen are highly volatile, whereas 
little can be said about New Ceresan because the inhibition zones are so small. Ac-
cording to this method neither Dry Germisan is volatile nor the thiram-containing 
chemical Aatiram. Nothing can be said about the mercury component of the mixed 
chemical Aamertam (mercury and thiram) because the effect of thiram masks that of 
the mercury compound. 
6.3.2 The vapour action was ascertained with respect of Botrytis mycelium and germi-
nating linseed. Both are discussed in succession. In order to determine the vapour 
action on Botrytis mycelium we developed a method of our own which is termed the 
G.A.V. method for short and is shown in fig. 7. The results shown in fig. 8 were ob-
tained by plotting graphically versus the time the growth measurements of the ex-
perimental treatments and those of the corresponding control treatments of the growth 
inhibition test. Plate IX and table 20. show respectively the results of the Aspergillus 
agar plate test and the viability test. The results speak for themselves. The combi-
nation of chemical agents will be discussed below. Here it is only necessary to state 
that according to the growth inhibition test Aatiram shows a surprising vapour 
action. But comparison of different samples showed that this is not always the case, 
so that this vapour effect must be due to contaminations that are occasionally present 
The same is true of the thiram component of Aamertam. Moreover the volatility of 
New Ceresan according to the Aspergillus agar plate test depends on the temperature, 
which was not the case with either Dry Aagrano'48 nor Panogen with the doss 
applied. This would indicate that the vapour action of New Ceresan is probably 
slighter than that of the other two. 
In the same way the following was found. 473 A has the same « ? » « * « » « 
New Ceresan; Orthocide-75 and Phygon have no vapour action as they are not 
volatile. Spergon causes stagnation of fungus growth at 20 C in the growth mfobi ion 
test after 6 days, while the total growth at that time was only very sighL AUh o h „ 
temperatures L r e is a slight inhibition of growth which is ^ T ^ ^ 
temperature. It is only at 20°C that the Aspergillus agar plate test shows inhibition 
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zones which are larger the more the piece of agar is punched out towards the centre of 
the dish. At his temperature the fungus in the entire dish is dead according to the 
viability test, whereas at the other temperatures it is still alive. Hence Spergon has a 
certain vapour effect. 
For ascertaining the vapour action on germinating linseed, the seeds with a replicate 
were placed on moist filter paper around a watch glass with and without the chemical 
agent under investigation and arranged in close-sealing petri dishes. The amount of 
fungicide was again calculated by the method described in fig. 7. The dishes were 
placed in a temperature of 15°C. A number of results are listed in table 21 (third 
column). 
Reduction of the amount of chemical on the watchglass decreases injury to the germ 
and hence the vapour action. Thus it was found that the vapour from a tenth of the 
dose specified above is still phytotoxic at 15CC in the case of Dry Aagrano'48 but not 
in the case of Panogen. From this it follows that under these conditions the vapour 
action of Panogen is somewhat slighter than that of Dry Aagrano'48. 
6.4 After a survey of the vapour action, the results listed in table 21 are discussed. 
It cannot be inferred from the results given in 6.3.1 that Panogen and Dry Aagrano'48 
differ in any way as regards volatility. However, according to table 19 they have a 
different content, and their vapours differ in toxicity. Having regard to their physical 
and chemical composition it must be assumed that Panogen is more volatile than Dry 
Aagrano'48. Although the Aspergillus agar plate test of the G.A.V. method (see 
under 6.3.2) would appear to prove the opposite, this is the result, among other things, 
of the greater toxicity of Dry Aagrano'48 compared with Panogen. Little could be 
said about the volatility of New Ceresan under 6.3.1 probably because the active 
ingredient does not diffuse readily from the seed surface in the agar. Once the aqueous 
phase has been reached there is a marked improvement (see under 6.3.2: Aspergillus 
agar plate test). Moreover this applies to other chemical agents, e.g. Dry Aagrano'48. 
Another reason may be instability of the active ingredient in the acid agar. According 
to the results of the G.A.V. method the active component of Dry Germisan is volatile, 
whereas according to the results shown under 6.3.1 it is not. The latter is due to to 
the low volatility, as a result of which there is no decrease in the size of the inhibition 
zones. 
In both methods the chemicals with a marked vapour action invariably act ac-
cordingly. Differences in effect are due to differences in content and volatility of the 
active ingredient and to differences in the toxicity of the vapour. The fungicides which 
according to the G.A.V. method have a moderate to slight vapour action is always 
less pronounced according to the germinating seed method than in the G.A.V. 
method. This is due to the difference in organism with respect to which the vapour 
action is measured. The slighter vapour action is often caused by lower volatility, as 
a result of their chemical composition. Chemicals which contain a non-volatile active 
ingredient have no vapour action, whatever the method of determination used. 
Contrary to the results reported here for Aamertam at 23 °C, KOLE and SHU WEI 
TCHONG recorded a slight vapour effect with regard to spores of Glomerella 
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cingulata. This was caused by contamination of the thiram component. 
In connection with the control ofBotrytis in the seed, the data of the G A V. method 
shown in table 21 are the most important. It will be shown be ow to what extent the 
vapour action found in these experiments can be used for disinfecting Unseed agamst 
Botrytis. In any case it is still necessary to test the agents in vivo. 
6.5 In the results of the seed disinfection experiments the percentage o^ plant that 
emerged is generally so uniform in the various treatments that the chemicals can usually 
bfcompared on the basis of the percentage of d i s e a s e d f ^ . f T ^ ^
 g f e y 
6.5.1 The examination of the effect of pimaricine as a fungicide for u ag in^ grey 
mould (tables 22 end 23) shows that this antibiotic is unstable for th^ pu pos^ 
6.5.2 The results listed in table 24 (treatments 1 and 2) f ^ ^ ^ T ^ 
chemical sometimes has a better effect than the said ^ T ^ ^ ^ ^ Z . 
™ W — a n d s o m ^ ^ ^ 
Thiram-containing fungicides were considered to ^ ^ ™
 o f £ 1 9 5 7 a n d 
1950 to 1956, even when the seed was highly infccted B « h e s ^ d i ^ 
1958 harvests showed that these fungicides can fa 1 a was ^ J
 o f t h e 
variation in the effect of the control xs caused by the greater o 
infection and the external conditions after sowing ( « * » * * & ^ ^ ^ 
thechemical composition of the active ingredient andthetorm 
preparation. Owing to this variation fungicides should be tested witn 
samples taken from the same harvest year and over^evera,y
 Q ^ ^ u s e d 
The effect of fungicides on a different base thmommcrmcn^ £ ^ ^
 rf 
immediately prior to sowing is partly ^ ^ L
 ar'e suitable for use in higher 
chemical agents which owing to their ow fy*™™*^
 o n e s in particular, 
doses than the usual one of 3 g per kg of seed are t ^ ^ ^ . ^ ^ ^
 rf 
including the mixed fungicide Aamertam. ur in»
 t h a n 3 g 
adhering to 1 kg of seed. 4 to 5 g per kg often gives a better Botry 
per kg. The reason for this is discussed under 6. . ^
 T a b l e 2 8 s h o w s that when 
The above statements only apply to severely intec • .
 h w h a t fungicide 
there is a low infection level of the seed it makes no differenc 
the seed is treated. .. „
 in the control ofBotrytis can be 
6.5.3 In order to ascertain whether the vapour action ^ ^
 w e e k s 
used in Unseed, infected seed was treated with different 
before sowing and immediately preceding. ^ ^
 y a p o u r a c t i o n w e r e ,n-
The agents which according to 6.3 were toun contaminated seed was 
eluded in the investigation for the sake of completeness, 
stored at 10° to 12 °C. containing agent used a consider-
Table 24 shows that even a highly volatile mercury- ^ ^
 a s QO t f 0 u b l e 1S 
able time before sowing always gives the same g
 fa ^ s e c o n d a r y act,on 
caused by the variation referred to under 6-5-2J*
 r o f the highly volatile 
of fungicides. During storage of the ^ ^ o o a t w h e r e it either kills the fungus 
organic mercury compounds penetrate into these ^ ^ ^ ^ . ^ ^ . ^
 o f t h e s a l d 
or reduces its viability. (See under 6.6 and 6, ;• 
agent. Table 25 shows that the vapour action of New-Ceresan with respect to the 
fungus in the seed is completely inadequate. Hence the conclusion drawn under 6.3.2 
regarding the vapour action of this agent is correct. On the other hand it is surprising 
that the vapour of the moderately volatile mercury-containing 473 A does have an 
effect according to table 26. This is probably due to a difference in fungicidal effect 
against Botrytis. It was ascertained that there are only a certain number of mercury-
containing agents that have a primary action during the storage of the seed. The 
vapour action of Spergon is too slicht to be effective. 
It can be seen from table 27 that although most of the infection is neutralised during 
the first 10 days following treatment, in this case a storage of not less than 30 days is 
required for complete control with Dry Aagrano'48. Table 24 shows that a period of 
30 days between treatment and sowing is not always sufficient. 
It is a question whether a longer period would have any greater effect. On the other 
hand there are seed lots for which only a very short storage period is sufficient. Gener-
ally speaking, the duration of storage required to obtain an optimal effect appears to 
depend on the batch and the commercial preparation. But for practical purposes such 
a distinction is too complicated and impossible to make. The combined results show-
ed that the average minimum time was 30 days between treatment and sowing. 
It was also ascertained that the temperature (up to 20 °C) at which the infected seed 
is stored has no effect on the result of the primary disinfection when the dose given is 
3 g per kg. 
It can be seen from table 28 that when there is a low level of infection of the seed the 
different fungicides have the same effect. The time of disinfection is only important in 
organic mercury compounds with a primary action, and what is more solely with 
respect to moderately and severely infected seeds lots (over 5 % of infected seeds). 
6.6 Since in Holland the liquid seed disinfectants all have a primary action during 
storage they are specially suitable for early treatment of the seed. The method of 
applying these agents was studied in connection with the distribution over the surface 
of the seed. It was not possible to demonstrate on a practical scale that the method of 
application is very important, but on more theoretical grounds the use of specially 
constructed machines is certainly to be preferred to the use of these fungicides in an 
ordinary disinfecting drum (see table 29). In addition it was ascertained in different 
ways to what extent there is an effective redistribution of the active component over 
the seeds. Of the methods we followed and of which the results lead to the same con-
clusion, only one is discussed. The method is shown diagramatically in fig. 9. The 
sides of the top part of the tube contain small apertures which are sealed with a rubber 
stopper and enable seeds to be removed from the various sections with a pincette and 
laid out on Aspergillus agar plates. Two such tubes for Panogen and Dry Aagrano'48 
were stored for 31 days at 15 °C in a vertical position with the treated seed directed 
downward. At the same time a third tube entirely filled with untreated seed was stored 
in the same way. Afterwards 400 seeds of the control treatment, the seed with double 
the normal dose, and the untreated seed from sections A, C and D respectively, were 
sown. The results are listed in table 30. It can be seen that after the seeds have been 
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disinfected with a volatile mercury-containing fungicide there is only a partial re-
distribution of the active material. We should not expect too much from such re-
distribution where Botrytis cinerea is concerned, so that a uniform distribution of these 
seed disinfectants is always essential. 
6.7 It was ascertained what effect seed treatment with thiram, quinone-, quinone-
derivative- or captan-base agents has when the seed had been previously treated with a 
mercury-containing agent (double disinfection). In the first place as described under 
€.3.1 and 6.3.2. Secondly, combinations of fungicides were applied to the seed, after 
which the seeds were sown in soil. At the same time the effect of the separate compo-
nents of a combination was invariably examined in the appropriate manner. 
6.7.1 For the in vitro examination the same method was adopted as are described in 
fig. 7, the only difference being that in the combination of two fungicides the specified 
amount of each was placed on the watch-glass. The results are shown in fig. 8, plate 
IX, table 20 and in fig. 10, plate X and table 29. It was then found that the vapour 
action of volatile mercury compounds is reduced by mixing with thiram-base agents. 
The same results are obtained with the above amount of mercury-containing agent 
and 135 mg of pure thiram on the watch-glass. Hence the filler of the thiram-containing 
fungicide plays no part. It was also found that the Panogen which remained behind on 
the watch-glass also declined in activity as a result of the combination with thiram. 
In the same way it was proved that captan-base agents and chlorinated quinone-base 
agents do not impair the vapour action of volatile mercury-containing fungicides. 
It was impossible to demonstrate by means of the method described under 6.3.1 
whether the activity of the seed protectant Aatiram is also noticeably reduced in 
such combinations. . , 
6 7 2 Double seed disinfections were also undertaken for the purpose of studying the 
effect of different combinations on Botrytis is the seed. A number of results of a treat-
ment with organically bound mercury and thiram are listed in table 24. It was found 
that the effect of the combination was the same or better than that of thiram and only 
rarely inferior. The kind of effect achieved by the combination as compared to he 
effect of the organically bound mercury depends on the result of *™^™**° 
mercury compound as compared with the result of a treatment wifti th.ram._ The 
following separate observations should be made on cases in which the organ.cally 
bound mercury and thiram have approximately the same effect, or in which the former 
J S S h . latter. In this case an early treatment with the -rcury-contammg 
fungicide followed by a thiram treatment immediately prior to * « ^ w £ 
effect than the mercury component which was applied a ™ ^ « ^ ^ t 
sowing. From this it follows that the vapour of the mercury compoundI does no 
entirely kill the fungus during storage of the seed but renders « * « ™ ^ ^ 
with OUEN and MOORE'S experience with Panogen ^ ^ * T ^
 k n o w n 
The effect of a combination of the active ingredient of 473 A ^ J ^ J ^ 
by the code number T 5473, is shown in table 31. This c ° ^ « * ^ ™ ° 
vftro experiments (see under 6.7.1). There is no point in ^ ^ T Z o s ^ ^ 
Similarly, it was proved that a double, disinfection with captan is poss.ble. 
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results obtained with quinone-base fungicides (Phygon and Spergon) and a quinone 
derivative-base fungicide (Cerenox) show that there is also no objection to the appli-
cation of a double disinfection, with a mercury-containing agent and Phygon or 
Cerenox. This agrees with the in vitro experiments (see under 6.7.1). On the other 
hand, Spergon gives rise to unexpected difficulties when both the mercury-containing 
agent and the quinone-base agent are applied immediately prior to sowing. In this 
case their effect is inferior to that of the mercury-containing agent applied at the same 
time. According to the results listed under 6.7.1 the active ingredients of the two 
fungicides do not react with each other. It would seem probable that in this case the 
Spergon filler inactivates the mercury compound to a greater or lesser extent. Conse-
quently it is dangerous to apply differently formulated compounds to the seed without 
taking special precautions. 
6.8 It was shown under 6.5.2 that the variation that occurs in the secondary action 
of fungicides is chiefly caused by the more or less superficial site of the infection in the 
seed coat. 
Since the same seed was employed, in two experiments of which the results showed a 
variation in the effect of Aatiram and Panogen applied immediately prior to sowing 
the cause of it must be ascribed to differences in the external conditions. This case only 
occurred once, and it is not known what the differences were. This is in contra-
distinction to the field experiment of which the results are shown in table 14. In this 
case it was found that owing to the exceptional drought Aatiram had not been able to 
exert its effect. Under such extreme conditions a primary disinfection would pro-
bably have had a greater effect. On the other hand a great deal of precipitation, 
considerably increasing the soil humidity, can also reduce the secondary disinfection 
in linseed because the fungicide rapidly disappears. Various experiments were carried 
out in order to ascertain how long the relevent dose of a disinfectant can still be identi-
fied with varying amounts of'rain'. Six amounts from the same sample of Unseed were 
respectively treated with Dry Aagrano'48 (3 g per kg), Aatiram (3 and 5 g per kg), 
and pimaricine (1, 2 and 4 g per kg). A seventh amount was not disinfected. After 
sowing, the seed coats remaining behind in the soil were laid out on Aspergillus agar 
plates at different times. 
The results are listed in table 32. It can be seen from these that the precipitation 
determines how long the disinfectant remains present. Some portion of the agent is 
probably washed away by the soil water together with sime mucus from the muci-
laginous epidermal wall. In this case the effect of the soil humidity is indistinguishable 
from that of the precipitation. 
400 seeds of the same seed were also sown per treatment. The results are listed in 
table 33. It follows from these, together with the results shown in table 32 that the 
percentage of diseased plants increases the more rapidly the disinfectant disappears. 
Although Dry Aagrano'48 disappeared rapidly, this fungicide gives a relatively good 
effect. This must be attributed to its highly fungitoxic effect. This property is a further 
factor which, together with the residence time of the disinfectant on or superficially 
in the seed coat, determines the effect. 
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It was found from such experiments that not all mercury-containing agents disappear 
at the same rate. Dry Germisan could still be identified from 6 to 11 days after sowing, 
whereas Panogen, Dry Aagrano'48 and New-Ceresan disappeared within a few days 
from sowing. The mixed agent Aamertam gives the same results as Aatiram. 
Owing to the uncertainty regarding the external conditions after the seed has been 
sown when seed disinfectants have a secondary action it is impossible to predict what 
kind of effect this will be. A heavy dose will have the best effect owing to its prolonged 
presence under conditions unfavourable to the agent. _ 
6.9 It was stated under 6.3.2 (second part) that the tissue of germinating seeds is 
injured by the vapours of organic mercury compounds. The injuries are often due to 
a polyploidia phenomenon. 
Owing to the phytotoxic effect of mercury-containing fungicides they should be 
applied to the seed in the smallest possible doses. Consequently the normal dose of 
3 g per kg should not be exceeded, although a heavier dose often gives a better 
Botrytis control (see table 30: N o , 10 to 13). It is true that according to his tab e 
there was no decrease in the percentage of plants that emerged but there is growth 
inhibition, and the results from other experiments show that the case; mayalso b 
different. There are however two cases in which m e r c u ^ C — ^ 
be used viz with seed which has a very high moisture content and seed with severe 
^ « e s . AH the above-mentioned experiments were c - ^ £ ^ 
. * * .>*• i i«/ with such a moisture content tnere is no 
a maximum moisture content of 13%. With sucn a mou, 
objection to the use of mercury-containing fungicides. Moreover our own^investi 
p r o v e d that slight injury to the seed (as c o ^ d w ^ - e injuryhad no 
L e t on the choice of disinfectant. Hence severe andTight ^ ^ ^ " ^ ^ 
seed should be s e p a r a t e l y ^ f ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ 
severe threshing injuries should therefore£, ^ d J
 n o Jnj t o t h e 
fungicides, these having no phytotoxic ^ J * ^ ™
 b e ^ w i t h . 
seed, seed disinfectants on a base o^organically ^ g ™ ^ J ^ e n t i a l l y 
out any objection in the prescribed dose of 3 g per Kg. a 
highly toxic compounds and moreover exert no protective effect, it 
confine their use to the moderately and severely > f * ^
 d o s e o f 3 p e r 
In conclusion it should be stated that when applied to^lmseedi,a dos g P 
kg Special Ceredon only - P " ^ of 
considerable injury being observed. It would seem tnai c y 
seed, linseed is not readily injured by seed " «
 r i s e d i n 
6.10 Finally, advice is given on the ^fctl°«°{c~ This was permissible as 
table 34. In this case only Botrytis was taken into "*™*£^ ^
 o c c u r s i n 
there is still no adequate chemical disinfection against Ascochyta win 
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PLATEN I PLATES 
Plaat 1 10 dagen oude cultures van Botrytis cinerea op aardappel-glucose-agar, gelsoleerd van lijnzaad( 1) 
frambozestengel (3), erwtezaad (7), aardbeivrucht (4), aardbeiblad (5) en aardbeibloem (6) 
Plate I 10 day-old cultures o/Botrytis cinerea on potato glucose agar, isolated from linseed (1), rasp-


















•P/aaf / / Citraatpwduktie door Botrytis cinerea, geisoleerd van lijnzaad (1), frambozestengel (3), 
aardbeivrucht (4), aardbeiblad (5), aardbeibloem (6) en erwtezaad (7). Papierchromatogram van 
oxaalzuur (Ox), citroenzuur (Ci) en kristallen uit voedingsagar met 2% koolzure kalk, opgelost in 5% 
zoutzuurf1 tjm 7) 
Plate II Citrate production by Botrytis cinerea, isolated from linseed( 1), raspberry stem ( 3), strawberry 
fruit (4), strawberry leave (5), strawberry flower (6) and pea seed (7). Paper chromatogram of oxalic 
acid (Ox) citric acid (Ci) and crystals from the nutrient agar with 2% calcium carbonate, dissolved in 
5% hydrochloric acid(l to 7) 
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Plaat V Citraatproduktie door Botrytis cinerea, geisoleerd van lijnzaad (1) en aardbeiwucht (4). 
22 dagen oude cultures op aardappel-glucose-agar met 2% koolzure kalk bij verschillende temperaturen 
( Schalen aan onderzijde gefotografeerd) 
Plate V Citrate production by Botrytis cinerea, isolated from linseed (1) and strawberry fruit (4). 22 
day-old cultures on potato glucose agar with 2% calcium carbonate at different temperatures (The 
bottom of the dishes was photographed) 
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Plaat VI (a) Twee kiemplanten met een insnoering van het hypocotyl en met necrotische vlekjes op de 
kiembladeren als gevolg van een aantatting door Botrytis cinerea 
(b) Aantasting van jonge vlasplanten in verschillende groeistadia door Botrytis cinerea 
Plate VI (a) Two seedlings with a constriction of the hypocotyl and with necrotic spots on the seed 
leaves consequent on the attack by Botrytis cinerea 
(b) Infection by Botrytis cinerea of young flax plants at different growth stages 
Plaat VII Twee jonge planten met insnoering van het 
hypocotyl en met necrotische vlekjes op de bladeren als 
gevolg van een aantasting door Botrytis cinerea 
Plate VII Two young plantes with a constriction of the 
hypocotyl and with necrotic spots on the leaves consequent 
on the attack by Botrytis cinerea 
Plaat VIII Bepaling van de 
vluchtigheid van zaadontsmet-
tingsmiddelen met behulp van 
ontsmet zaad (niet- en 30 
dagen bewaard) op Asper-
gillus-agarplaten 
Plate VIII Determination of 
the volatility of fungicides by 
means of treated seed (not 
stored and stored for 30 days) 
on Aspergillus agar plates 

PlaatlX Result van de ^ g m u s - a g a r ^ t ^ ^ J ^ ^ ^ ^ 
fende de dampwerking van middelen en betreffende het combmeren org 
verbindingen en thiram 
Plate UC Results of the Aspergillus agar plate test ^ ^ ^ ^ Z c ^ s 
vapour action of fungicides and the combination oforgamc mercury 
and thiram 
Plaal X Resultaten van de As-
pergillus-agarplaattoets van 
de G.A.V.-methode betreffen-
de het combineren van orga-
nische kwikverbindingen en 
thiram 
Plate X Results of the Asper-
gillus agar plate test of the 
G.A.V. method relating to 
the combination of organic 
mercury containing chemicals 
and thiram 
